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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
µ  specifična hitrost rasti bakterij (h-1) 
ATP  adenozin trifosfat 
b  brstno število (PFU celica-1) 
C  koncentracija bakterijskih celic (CFU mL-1) 
C0   začetna koncentracija bakterijskih celic (CFU mL
-1) 
CFU  število bakterijskih kolonij, ang. colony forming unit 
CIM  konvektivni interakcijski medij, ang. convective interaction media 
D  hitrost redčenja v bioreaktorju,ang. dilution rate (h-1) 
d  koeficient, ki označuje intrinzično hitrost smrti bakterijskih celic 
DC  hitrost redčenja v mešalnem bioreaktorju »C« (h
-1) 
DEAE  dietilaminoetil , ang. diethylaminoethyl 
DNaza  endonukleaza, ki razgrajuje dvoverižno DNK 
DNK  deoksiribonukleinska kislina 
Dopt  hitrost redčenja pri kateri se doseže maksimalna produktivnost (h
-1) 
DP  hitrost redčenja v mešalnem bioreaktorju »P« (h
-1) 
E.coli  Escherichia coli 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
EMA  Evropska agencija za zdravila, ang. European Medicines Agency 
EPA  Agencija za zaščito okolja, ang. Environmental Protection Agency 
F  pretok (mL min-1) 
FDA Ameriška agencija za hrano in zdravila, ang. Food and Drug Administration 
g  gravitacijska sila, ang. gravitational force 
GCP  dobra klinična praksa, ang. Good Clinical Practice 
gDNK  genomska deoksiribonukleinska kislina 
GMP  dobra proizvodna praksa, ang. Good Manufacturing Practice 
GRAS spošno priznan kot varen, ang. generally recognized as safe 
HCl  klorovodikova kislina 
HPLC  visokotlačna tekočinska kromatografija 
I  število inficiranih bakterijskih celic v trenutku prvega dviga koncentracije
  bakteriofagov v mešalnem bioreaktorju (CFU mL-1) 
I0  število začetnih inficiranih bakterijskih celic v meš. bioreaktorju (CFU mL
-1) 
k  koeficient v enačbi za brstno število (PFU celica-1 h) 
Kads   koeficient v enačbi za konstanto adsorpcije (h
-1) 
Klat  koeficient v enačbi za latentno periodo (h
-1) 
kδ  naklon premice pri določanju konstante adsorpcije (min
-1) 
Kλ koeficient v enačbi za opis populacijske hitrosti rasti bakteriofaga (h
-1) 
L  latentna perioda (min) 
LB  lizogeni bujon, ang. lysogeny broth  
LCD  tekočekristalni zaslon, ang. liquid cristal display 
XX 
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Lmin   koeficient v enačbi za latentno periodo (min) 
LPS  lipopolisaharidi 
m  koeficient, ki označuje hitrost smrti prostih bakteriofagov 
MgSO4 magnezijev sulfat  
MOI  razmerje med številom fagov in bakterij, ang. multiplicity of infection  
MRSA  Staphylococcus aureus odporen proti meticilinu. 
N2  dušik 
NaCl  natrijev klorid 
NaOH  natrijev hidroksid 
n-kratnik število s katerim je bila pomnožena posamezna spremenljivka pri simulaciji 
OD  optična gostota, ang. optical density  
OmPC  protein C na zunanji membrani, ang. outer membrane protein C  
P  koncentracija prostih (nevezanih) bakteriofagov (PFU mL-1) 
P0   število bakteriofagov na začetku 1. dviga bakteriofagov (PFU mL
-1) 
P1  število bakteriofagov na koncu 1. dviga bakteriofagov (PFU mL
-1) 
PFU  število plakov, ang. plaque forming unit 
Pkončna  koncentracija prostih bakteriofagov na koncu eksperimenta adsorpcije (PFU 
mL-1) 
POM  polioksimetilen 
Pr  produktivnost kontinuiranega procesa (PFU mL
-1 h-1) 
PWM  modulacija širine impulza, ang. pulse-width modulation 
Pzačetna koncentracija prostih bakteriofagov na začetku eksperimenta adsorpcije (PFU 
mL-1) 
QA  kvarterni amin, ang. quaternary amine 
RNaza  endonukleaza, ki katalizira hidrolizo notranjih fosfoestrskih vezi v RNK 
RNK  ribonukleinska kislina 
rpm  število obratov na minuto, ang. revolution per minute 
RSD  relativni standardni odklon 
SDS  natrijev dodecil sulfat 
SM pufer solno magnezijev pufer 
t čas, v katerem koncentracija bakteriofagov pade iz začetne na končno (min)  
TBE pufer tris-borat-EDTA pufer 
Tris  tris(hidroksimetil)aminometan 
VC  volumen bioreaktorja »C« (mL) 
VP  volumen bioreaktorja »P« (mL) 
δ'  koeficient v enačbi za konstanto adsorpcije (mL min-1) 
δ  konstanta adsorpcije (mL min-1) 
δmax   koeficient v enačbi za konstanto adsorpcije (mL min
-1) 
λ populacijska hitrost rasti bakteriofaga (h-1) 
λmax koeficient v enačbi za opis populacijske hitrosti rasti bakteriofaga (h
-1) 
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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOTEZ 
 
1.1 OPREDELITEV RAZISKOVALNEGA PROBLEMA 
 
Bakteriofagi so bakterijski virusi, ki specifično okužijo bakterijo, se v njej pomnožijo, jo 
uničijo ter se preko lize sprostijo v okolje (Adams, 1959). Predstavljajo naravne sovražnike 
bakterij in kot vsi virusi, tudi bakteriofagi spadajo med popolne znotrajcelične parazite, ki 
nimajo svojega metabolizma ter sistema za sintezo proteinov, kar pomeni, da se lahko 
pomnožujejo le, če so v stiku s svojim gostiteljem – bakterijo (Krueger, 1936). Poznamo 
bakteriofage, ki so sposobni okužiti le nekaj sevov določene bakterije, kar jim daje visoko 
stopnjo vrstne specifičnosti v boju proti patogenim bakterijam (Fieseler in sod., 2011), 
obenem pa obstajajo tudi bakteriofagi, ki imajo precej širok spekter delovanja (Loessner in 
sod., 1996).  
 
Glavne prednosti bakteriofagov v primerjavi z antibiotiki poleg bakteriocidnega delovanja 
vključujejo minimalen vpliv na normalno črevesno mikrobioto, samodejno povečanje 
količine bakteriofagov na mestu okužbe z bakterijami, nizko inherentno toksičnost, ožji 
potencial za indukcijo bakterijske odpornosti, dobro sposobnost odstranitve biofilmov ter 
hitro odkrivanje novih bakteriofagov (Drulis-Kawa in sod., 2012; Lin in sod., 2017; Loc-
Carrillo in Abedon, 2011).  
 
Pretirana, neupravičena ter včasih tudi napačna raba antibiotikov je v današnjem času 
privedla do porasta multi-rezistentnih patogenih bakterij (Spellberg in sod., 2008), kar je 
vodilo v ponoven pojav infekcijskih bolezni, ki so včasih že bile obvladljive s pomočjo 
antibiotikov (Davies J. in Davies D., 2010). Leta 2014 je Svetovna zdravstvena organizacija 
razglasila protimikrobno odpornost za eno izmed najbolj pomembnih groženj globalnemu 
javnemu zdravju, saj je zaradi izgube učinkovitosti antibiotikov vedno težje pozdraviti 
najrazličnejše bakterijske infekcije (Prestinaci in sod., 2015), kar se tudi že pozna pri višjih 
zdravstvenih stroških, daljših bolnišničnih zdravljenjih in povečani smrtnosti pacientov 
(Roca in sod., 2015). 
 
Kot ena od alternativ zdravljenja bakterijskih infekcij se je v zadnjem času ponovno začela 
omenjati bakteriofagna terapija (Sulakvelidze in sod., 2001), ki se že uspešno uporablja na 
različnih področjih kot je kmetijstvo (Jones in sod., 2012), prehrambena industrija (García 
in sod., 2008), veterina (Atterbury, 2009) in tudi medicina (Abedon in sod., 2011; Lin in 
sod., 2017). Četudi se bakteriofagi že uporabljajo na najrazličnejših področjih, pa je 
proizvodnja bakteriofagov v večini primerov še vedno tradicionalna, poteka namreč v 
erlenmajericah na stresalnikih ali na industrijski ravni kot šaržni proces v bioreaktorjih 
(Branston in sod., 2011; Grieco in sod., 2009; Warner in sod., 2014). 
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Izredno je pomembno, da glede na trenuten trend naraščanja zanimanja in posledično 
morebitnih večjih potreb po bakteriofagih v prihodnosti, poiščemo rešitve za hitro 
proizvodnjo bakteriofagov v zadostnih količinah. Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov 
bi lahko predstavljala dragoceno alternativo obstoječemu šaržnemu načinu proizvodnje 
(Podgornik in sod., 2014).  
 
V našem primeru smo se tekom raziskovalnega dela za doktorsko disertacijo osredotočili na 
kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih bioreaktorjev, pri čemer 
smo preizkusili dve različici. Prva različica je sestavljena iz dveh zaporedno povezanih 
mešalnih bioreaktorjev ter predstavlja t. i. »cellstat« (Husimi in sod., 1982),  druga različica 
kontinuirane proizvodnje bakteriofagov pa je sestavljena iz dveh zaporednih bioreaktorjev, 
pri katerem prvi predstavlja mešalni bioreaktor, drugi pa cevni bioreaktor (Podgornik in sod., 
2015). V obeh primerih se v prvem bioreaktorju goji bakterija brez prisotnosti bakteriofaga, 
ki se preko povezave steka v drugi bioreaktor, v katerem pa poteka infekcija bakterije z 
bakteriofagom in pomnoževanje bakteriofaga. Za sistem bakterija-bakteriofag smo uporabili 
hitro rastočo fakultativno anaerobno bakterijo E. coli K-12 ter izključno litičen T4 
bakteriofag. Oba mikroorganizma sta zelo dobro raziskana in okarakterizirana (Bachmann, 
1972; Hu in sod., 2015; Yap in Rossmann, 2014) ter imata določeno zaporedje celotnega 
genoma (Blattner in sod., 1997; Hayashi in sod., 2006; Miller in sod., 2003). 
 
1.2 CILJI RAZISKOVANJA IN DELOVNE HIPOTEZE 
 
Cilji raziskave so bili postavitev sistema sestavljenega iz dveh mešalnih bioreaktorjev, ki 
omogoča kontinuirano namnoževanje bakteriofagov, postavitev sistema sestavljenega iz 
dveh bioreaktorjev, pri katerem bo prvi predstavljal mešalni bioreaktor, drugi pa cevni 
reaktor, vzpostavitev ustreznih sprotnih meritev in regulacijskih algoritmov za robustno 
delovanje kontinuiranega sistema ter preučitev vpliva hitrosti rasti bakterij na dovzetnost za 
okužbo z bakteriofagi. Gre za aktualno raziskovalno področje, k razumevanju katerega 
želimo prispevati s pridobljenimi znanji in sklepi. Navedeni cilji raziskave bodo doprinesli 
k bolj zanesljivi proizvodnji bakteriofagov ter k novemu znanju na področju zdravljenja 
bakterijskih infekcij, ki postaja v zadnjem času zaradi bakterijske odpornosti vedno bolj 
pereč problem. Informacije o vplivu hitrosti rasti bakterij na okužbo bodo izboljšale 
razumevanje narave interakcij med bakterijo in bakteriofagom in s tem odprle pot do novih 
učinkovitih zdravil. 
 
Postavili smo sledeče delovne hipoteze: 
 s spreminjanjem stopnje redčenja v prvem bioreaktorju bomo spreminjali hitrost rasti 
bakterij in s tem lahko preučevali vpliv le-te na dovzetnost za bakteriofagno okužbo 
 produktivnost takega sistema je odvisna od procesnih parametrov, kot sta hitrost 
redčenja in koncentracija bakterijskih celic v vtoku v drugi bioreaktor, kot tudi od 
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bioloških spremenljivk, kot so latentna perioda, hitrost adsorpcije bakteriofaga na 
bakterijsko celico ter brstno število bakteriofagov 
 za sistem bakterija-bakteriofag z določenim naborom vrednosti zgoraj navedenih 
bioloških spremenljivk obstaja hitrost redčenja v drugem mešalnem bioreaktorju pri 
kateri je produktivnost maksimalna, obenem pa je hitrost redčenja višja od 
maksimalne specifične hitrosti rasti bakterije 
 mogoče je vzpostaviti robustno kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov v sistemu 
dveh zaporednih bioreaktorjev, pri katerem bo prvi predstavljal mešalni bioreaktor, 
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2.1.1 Splošne značilnosti bakteriofagov 
 
Bakteriofagi so bakterijski virusi, ki predstavljajo naravne sovražnike bakterij. Po okužbi 
bakterije, se v njej razmnožijo in svoj življenjski cikel ponavadi zaključijo preko lize 
bakterije. Predstavljajo najštevilčnejše organizme na Zemlji, njihovo skupno število naj bi 
po nekaterih ocenah znašalo več kot 1031 (Brüssow in Hendrix, 2002), do sedaj pa so odkrili 
že več kot 6200 različnih fagov (Ackermann in Prangishvili, 2012). V naravi so zastopani 
povsod tam, kjer lahko najdemo njihove bakterijske gostitelje, saj so prisotni tudi v globinah 
oceanov (Liu in sod., 2006) in v vročih gejzirih (Breitbart in sod., 2004). Leta 1915 je 
angleški raziskovalec Frederic Twort prvi odkril t.i. »ultra-mikroskopske viruse«, ki so 
uspešno pobijali bakterije (Twort, 1915). V skoraj istem času je Felix d'Herelle, mikrobiolog 
francosko-kanadskega rodu, neodvisno od angleža odkril podobne t.i. »nevidne mikrobe«, 
ki jih je kot prvi poimenoval za bakteriofage (d’Herelle, 1917). Izraz bakteriofag je bil 
skovan iz angleške besede »bacteria« in grške besede φαγεῖν oz. »phagein«, ki pomeni 
požirati oz. pojesti. Bakteriofagi imajo v proteinski kapsidi shranjen genom, ki je lahko 
enoverižna oz. dvoverižna DNK ali RNK molekula. Večina bakterijskih virusov sega med 
24-200 nm v dolžino, velikost njihovega genoma pa se lahko zelo razlikuje, od bakteriofagov 
s samo 4 geni (Fiers in sod., 1976), pa vse do bakteriofagov z več 100 geni (Hatfull, 2008). 
 
2.1.2 Klasifikacija bakteriofagov 
 
Bakteriofagi so zelo raznovrstna skupina virusov, ki so po trenutni klasifikaciji razdeljeni 
glede na morfologijo kapside ter na podlagi tipa nukleinskih kislin (eno ali dvoverižna DNK 
ali RNK, linearna ali krožna oblika) v 13 družin (Ackermann in Prangishvili, 2012). Velika 
večina (96,3 %) do sedaj znanih bakteriofagov v svoji strukturi vsebuje rep, te uvrščamo v 
red Caudovirales, ki se še naprej deli na tri najpomembnejše družine: Myoviridae 
(kontraktilni repki), Podoviridae (kratki, ne kontraktilni repki) in Siphoviridae (dolgi, ne 
kontraktilni repki). Najpogostejši predstavniki reda Caudorvirales predstavljajo bakteriofagi 
družine Siphoviridae (61,7 %), sledijo predstavniki družine Myoviridae (24,5 %), preostanek 
pa predstavljajo fagi iz družine Podoviridae (Sharp, 2001). Poleg prej omenjenih 
bakteriofagov z repom so do sedaj odkrili in razvrstili še filamentozne, kubične, helikalne 
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2.1.3 Morfološke značilnosti bakteriofagov 
 
Predstavniki najbolj zastopanega reda Caudovirales imajo v svoji stukturi rep ter kapsido, 
ki je sestavljena iz velika števila kopij glavnega kapsidnega proteina in manjših pomožnih 
proteinov. Oblika kapside je lahko različna, najpogosteje pa je ikozaedrične oblike. Kapsida 
je zelo rigidna ter stabilna, saj lahko zdrži pritisk na notranjo steno tudi do 20 barov 
(Evilevitch in sod., 2003; Bauer in sod., 2015). V proteinski kapsidi so varno shranjene 
nukleinske kisline. Kapsida se preko vratu nadaljuje v rep, ki je zgrajen kot cev in se konča 
z bazalno ploščo. Na bazalni plošči so pritrjene nitaste strukture, katere omogočajo 
prepoznavo, interakcijo oz. pritrditev na gostitelja ter posledično prenos bakteriofagne DNK 
v bakterijsko celico. 
 
2.1.4 Življenjski cikel bakteriofagov 
 
Glede na življenjski cikel ločimo litične (virulentne) in lizogene (temperatne) bakteriofage. 
Litični bakteriofagi se adsorbirajo na zunanjo površino gostitelja, injicirajo svoj genom v 
celico, s čimer bakteriofag prevzame nadzor nad metabolizmom bakterije. Pričnejo se 
sintetizirati osnovni gradniki virusov, novi bakteriofagi se sestavijo in preko lize bakterijo 
ubijejo ter se sprostijo v okolje (Matsuzaki in sod., 2005). Lizogeni cikel temperatnih 
bakteriofagov poteka drugače, saj se bakteriofagna DNA po injiciranju vgradi v bakterijski 
genom. Pride do pojava latentne faze, v kateri je bakteriofag, ki ga sedaj imenujemo profag, 
neaktiven oz. miruje. Ob vsaki celični delitvi okužene celice, tudi hčerinska celica vsebuje 
bakteriofagni genom. Zaradi različnih vzrokov, najpogosteje pa zaradi poškodb DNK 
(Fortier in Sekulovic, 2013), se profag lahko aktivira in iz mirujočega stanja preide v litičen 
cikel (Maurice in sod., 2013). Slika 1 vsebuje prikaz poteka litičnega in lizogenega cikla pri 
bakteriofagih. 
 
2.1.5 Proces infekcije bakterije z bakteriofagom ter opis bakteriofagnih rastnih 
parametrov 
 
Proces infekcije bakterije z bakteriofagom je sestavljen iz sledečih faz: adsorpcije 
bakteriofaga na bakterijsko celico, injiciranje fagnega genoma v citoplazmo bakterije, 
prepisovanje in pomnoževanje bakteriofagne DNK, biosintezo osnovnih gradnikov 
bakteriofaga, izgradnjo novih bakteriofagov ter sprostitev bakteriofagov preko lize 
bakterijske celice (Samson in sod., 2013). Začetek infekcije predstavlja adsorpcija, pri čemer 
gre za dvostopenjski proces, ki je sestavljen iz reverzibilne in irreverzibilne faze (Garen in 
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Slika 1: Prikaz poteka litičnega ter lizogenega cikla pri bakteriofagih (prirejeno po Campbell, 2003). 
Figure 1: Presentation of lytic and lysogenic cycle of bacteriophages (adapted from Campbell, 2003). 
 
Adsorpcija virusnih delcev sledi kinetiki 1. reda, pri čemer δ predstavlja konstanto 
adsorpcije, C predstavlja koncentracijo bakterij, t pa označuje čas, v katerem koncentracija 
prostih bakteriofagov P pade iz začetno na končno (Enačba (1)): 
 






    … (1) 
 
Reverzibilna faza olajša prepoznavanje specifičnih receptorjev na površini bakterije, na njo 
vplivajo elektrostatski privlak ter koncentracija in tip ionov. Vezava je specifična ter poteka 
preko receptorskega prepoznavanja pri katerem sodelujejo različni membranski proteini, 
oligosaharidi ter tudi lipopolisaharidi (Rakhuba in sod., 2010). Reverzibilna faza je potrebna 
predstopnja irreverizibilne vezave, po kateri sledi prenos bakteriofagne DNK v citoplazmo 
gostiteljske celice. V primeru litičnih bakteriofagov pride, takoj po vstopu bakteriofagne 
DNK v bakterijo, do prevzema bakterijskih ribosomov, ki začnejo prepisovati bakteriofagno 
DNK in sintentizirati bakteriofagne proteine, posledično se rast bakterijske celice zavre 
(Grayson in Molineux, 2007). Najprej se prepišejo zgodnji geni, ki so odgovorni za 
preusmeritev bakterijskega metabolizma k sintezi osnovnih gradnikov bakteriofaga. Nadalje 
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se prepišejo srednji ter nazadnje pozni geni, ki vsebujejo informacijo zapisa za glavne 
strukturne proteine, mehanizma sestavljanja virusnih delcev med zorenjem ter lize bakterije. 
Posamezni deli bakteriofaga se sestavijo vsak posebej, do združitve repa in kapside pride 
šele po napolnitvi kapside z bakteriofagnim DNK. Bakteriofagi se sestavljajo znotraj celice 
dokler ne pride do lize bakterij, za katero sta odgovorna holin in endolizin. Sproščeni 
bakteriofagi se lahko ponovno adsorbirajo na novo bakterijsko celico in opisan ciklus se 
ponovi. Čas, ki preteče od irreverzibilne vezave bakteriofaga do lize bakterije je definiran 
kot latentna perioda (L). Eklipsna perioda pa je čas med začetkom latentne periode do 
trenutka, v katerem lahko znotraj celice že zaznamo sestavljene bakteriofage, ni pa še prišlo 
do lize bakterije. Brstno število (b) oz. pomnožitveno število pa označuje število na novo 
nastalih bakteriofagov, ki se sprostijo iz ene bakterijske celice v enem litičnem ciklu. Slika 
2 prikazuje glavne faze infekcije ter bakteriofagne rastne parametre: adsorpcijo, latentno 
periodo ter brstno število. 
 
 
Slika 2: Glavne faze infekcije ter bakteriofagni rastni parametri (Podgornik in sod., 2014) 
Figure 2: Main phases of infection and bacteriophage growth parameters (Podgornik et al., 2014) 
 
2.1.6 Bakteriofag T4 
 
Kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov smo v našem primeru preučili na primeru izključno 
litičnega bakteriofaga T4, ki je zelo dobro preučen in se predstavlja kot modelni organizem 
za več različnih področij od moderne funkcionalne genomike in proteomike do študij 
podvojevanja in rekombinacije DNK na molekularnem nivoju (Dennehy, 2009; Mathews, 
2015). Bakteriofag T4 je sposoben specifične okužbe bakterije Escherichia coli, v našem 
primeru smo pri eksperimentih kot gostitelja za bakteriofag uporabljali bakterijo E.coli K-
12 MG1655. Bakteriofag T4 spada v red Caudovirales, družino Myoviridae, ter poddružino 
Tevenvirinae, torej gre za bakteriofag z repkom, ki je krčljiv oz. kontraktilen. Velja za enega 
izmed največjih bakteriofagov, saj v širino meri okrog 90 nm, v dolžino pa se zaradi dolgega 
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repa razteza tudi čez 200 nm (Carter in Saunders, 2013). Kot tipičen predstavnik družine 
Myoviridae ima v svoji strukturi glavo oz. kapsido, rep, bazalno ploščo ter dolge in kratke 
repne fibrile (Slika 3). Glava je sestavljena iz simetrične ikozaedrične proteinske kapside, ki 
meri 111 nm v dolžino in 78 nm v širino (Leiman in sod., 2003). Kapsida in rep sta povezana 
med seboj s posebno skupino proteinov, ki se nahajajo tudi v cevi znotraj repa. Rep v 
povprečju meri 113 nm v dolžino in 20 nm v širino, ter je sestavljen iz zunanjega 
kontraktilnega plašča ter votle cevi, ki se konča z bazno ploščo, na kateri se nahaja 6 dolgih 
ter 6 kratkih repnih fibril (Leiman in sod., 2010).  
 
Slika 3: Morfološke značilnosti bakteriofaga T4 (Miller in sod., 2003). 
Figure 3: Bacteriophage T4 morphology (Miller et al., 2003). 
 
2.1.6.1 Genom bakteriofaga T4 
 
Genom bakteriofaga T4 se nahaja znotraj kapside, vsebuje dvoverižno DNK in je linearne 
oblike. Raziskovalci so že pred časom določili celotno nukleotidno zaporedje (Miller in sod., 
2003). Celotno zaporedje genoma vsebuje 168,908 baznih parov ter vsebuje informacijo za 
približno 300 proteinov. Bakteriofagna DNK vsebuje le 34,5 % GC parov, medtem ko ima 
E.coli vsaj 50 % teh parov. Posebnost genoma bakteriofaga T4 je, da vsi bakteriofagi 
vsebujejo zapis za iste gene, razlikuje pa se vrstni red le teh v samem zaporedju genoma. 
Omenjen pojav je poimenovan kot cirukularna permutacija, dogodi pa se zaradi specifičnega 
načina podvojevanja bakteriofagne DNK (Madigan in sod., 2014). Kopije genomov se 
namreč med procesom podvojevanja DNK najprej podvojijo kot posamezne enote, ki se pa 
kasneje preko komplementarnih koncev povežejo skupaj in tvorijo t.i. konkatemero (ang. 
concatemer). Med pakiranjem genoma v kapside, pride do reza konkatemere na 
nespecifičnem mestu v trenutku, ko se kapsida napolni, kar vodi v pojav več različic enake 
dolžine genoma, kateri se razlikujejo na 5’ koncu. Če pa bi take genome ciklizirali, bi le ti 
imeli identično nukleotidono zaporedje (Alam in sod., 2008).  
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2.1.6.2 Adsorpcija bakteriofaga T4 
 
Bazna plošča, dolge ter kratke repne fibrile so ključne pri reverzibilni in irreverzibilni 
adsorpciji bakteriofaga T4 na E.coli. V nasprotju z vezavo bakteriofaga T4 na E.coli B/r, pri 
kateri se bakteriofag adsorbira le na lipopolisaharide (LPS) iz zunanje membrane, je pri 
vezavi bakteriofaga T4 na E.coli K-12 poleg LPS za ustrezno receptorsko funkcijo na 
zunanji membrani potreben tudi protein C iz zunanje membrane (OmpC) (Henning in Jann, 
1979; Yu in Mizushima, 1982). Raziskave so pokazale, da pride pri E.coli K-12 v primeru 
odsotnosti enega od obeh omenjenih receptorjev do zmanjšane sposobnosti infekcije 
bakteriofaga T4, če pa manjkata oba tipa receptorjev, pa pride do popolne odpornosti 
bakterije na bakteriofag T4 (Yu in Mizushima, 1982). Adsorpcija se torej pri vezavi 
bakteriofaga T4 na E.coli K-12 prične z reverzibilno vezavo dolgih repnih fibril na protein 
OmpC. Bakteriofag T4 lahko tako na površini bakterijske celice zaradi reverzibilnosti 
interakcije z receptorji potuje oz. se premika, dokler ne najde ustreznega mesta, kjer je 
prisotnih dovolj receptorjev. V trenutku vezave vsaj treh dolgih repnih fibril na receptorje, 
pride do sprožitve signala, ki povzroči spremembo konformacije bazne plošče, kar 
posledično omogoča pritrditev bazne plošče s pomočjo kratkih repnih fibril na LPS in s tem 
irreverzibilno vezavo (Storms in Sauvageau, 2015). Po irreverzibilni adsorpciji bakteriofaga 
T4 na bakterijo pride do skrčenja zunanjega kontraktilnega plašča, kar zaradi 
nekontraktilnosti notranje repne cevi, omogoča penetracijo zunanje celične membrane 
bakterije (Moody, 1973; Aksyuk in sod., 2009). Encim lizocim razgradi peptidoglikansko 
periplazmo in prodre do notranje celične membrane, posledično pride do spremembe v 
elektrokemijskem potencialu, kar predstavlja signal za injiciranje bakterifagnega genoma v 
notranjost bakterijske celice (Labedan in Goldberg, 1979).  
 
2.1.6.3 Sinteza bakteriofagnega genoma in proteinov 
 
Po injiciranju genoma bakteriofaga T4 v bakterijo se začne s pomočjo bakterijske RNK 
polimeraze prepisovanje zgodnjih bakteriofagnih genov, ki med drugim kodirajo proteine, 
ki modificirajo bakterijsko RNK polimerazo, kar zaradi neprepoznavanja bakterijskih 
promotorjev vodi v prenehanje prepisovanja bakterijskih genov. Začne se tudi prevajanje 
bakteriofagne mRNK, pri čemer sodelujejo bakterijski ribosomi, encimi ter ustrezne 
aminokisline, kasneje pa se začne tudi podvojevanje bakteriofagne DNK. Poleg encimov za 
modifikacijo bakterijske RNK polimeraze, spadajo med zgodnje proteine tudi encimi za 
razgradnjo bakterijske DNK na nukleotide ter encimi za sintezo kopij bakteriofagnega 
genoma (Ito in Sekiguchi, 1978). Med srednje ter pozne proteine spadajo še razni proteini 
za regulacijo prepisovanja genov, dodatni proteini za modifikacijo bakterijske RNK 
polimeraze, glavni sestavni proteini glave (gp23, gp24, soc, hoc) in repa, proteini, ki so 
ključni za sestavljanje posameznih bakteriofagnih delov v zrele bakteriofage, ter encimi, ki 
so udeleženi pri lizi bakterijske celice (Geiduschek in Kassavetis, 2010).  
 
10 
Nabergoj D. Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih bioreaktorjev. 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
2.1.6.4 Zorenje ter sestavljanje bakteriofagov znotraj bakterijskih celic 
 
Posamezni deli bakteriofaga T4 se sestavijo vsak posebej, do združitve repa in kapside pride 
šele po napolnitvi kapside z bakteriofagnim DNK. Pakiranje bakteriofagne DNK v kapsido 
izvaja ter nadzoruje poseben motorček za pakiranje, ki za svoje delovanje potrebuje energijo 
v obliki ATP molekul. Motorček pakira bakteriofagno DNK v kapsido s hitrostjo  kar 2000 
baznih parov na sekundo (Fuller in sod., 2007). Ko se kapsida napolni z bakteriofagno DNK, 
se motorček odstrani iz svojega mesta, kar omogoča pritrditev vratu na kapsido. V primeru 
sestavljanja repa, se najprej sestavi bazna plošča, nato se nanjo pritrdi votla cev, okoli katere 
se kasneje pritrdi še plašč (Kikuchi in King, 1975). Tudi dolge in kratke repne fibrile se 
sestavijo posebej in se nato pritrdijo na bazalno ploščo (Leiman in sod., 2010). 
 
2.1.6.5 Liza bakterije ter sprostitev novo nastalih bakteriofagov 
 
Ko se bakteriofagi znotraj celice sestavijo in dozorijo, pride do lize bakterije. Pri lizi sta 
potrebna proteina holin in endolizin. Holin tako rekoč usmerjeno ob točno določenem času 
ustvari pore v notranji celični membrani ter tako omogoči dostop endolizinu 
(peptidoglikanska hidrolaza), ki prekine peptidoglikanske vezi v bakterijski celični steni in 





Kot gostitelja za bakteriofag T4 smo v našem primeru uporabili bakterijo E.coli K-12 
MG1655. Gre za fakultativno anaerobno bakterijo, ki spada med gram negativne paličaste 
enterobakterije, in predstavlja enega od predstavnikov bakterij iz družine 
Enterobacteriaceae. E.coli je najbolj raziskan organizem na svetu, saj hitro raste 
(podvojitveni čas znaša okrog 30 min), obenem pa je nezahtevna za gojenje. Smatra se kot 
modelni organizem, saj se veliko uporablja pri študiju molekularne genetika ter preučevanju 
najrazličnejših bioloških procesov (Blount, 2015). E.coli se zelo veliko uporablja tudi pri 
proizvodnji rekombinantnih proteinov ter biogoriv, razvoju cepiv. Tako kot vse ostale 
prokariontske celice, vsebuje tudi E.coli v citoplazmi en krožen kromosom, ki predstavlja 
prvi v celoti sekvenciran genom z določenim zaporedjem nukleotidov (Blattner in sod., 
1997; Hayashi in sod., 2006). Krožni genom E.coli obsega 4,639,675 baznih parov, ki 
kodirajo 4288 genov. E.coli se normalno nahaja v črevesju ljudi ter pri toplokrvnih živalih, 
za svojega gostitelja pa je celo koristna, saj med drugim sintetizira vitamin K in vitamin B12 
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2.3 UPORABA BAKTERIOFAGOV 
 
Kot je že bilo navedeno, se bakteriofagi dandanes uspešno uporabljajo za različne namene 
na področjih kot so kmetijstvo, prehrambena industrija, biotehnologija ter veterina, počasi 
pa vstopajo tudi na področje humane medicine. Prav za področje kmetijstva je bil leta 2006 
v Združenih državah Amerike s strani Agencije za zaščito okolja (EPA) odobren prvi 
produkt, ki je vseboval bakteriofage. Pripravek je bil namenjen zdravljenju ter preprečevanju 
okužb z bakterijami Xanthomonas pri paradižnikih. Kmalu se mu je pridružil produkt 
AgriPhageTM, ki se tudi uporablja za zaščito paradižnika in paprike pred bakterijskimi 
infekcijami. V prehrambeni industirji so se uveljavili produkti z bakteriofagi za 
preprečevanja kontaminacij ali pa zdravljenja le teh pri proizvodnji hrane: ListShieldTM in 
ListexTM P100 delujeta proti bakteriji Listeria monocytogenes, EcoShieldTM deluje proti 
bakteriji E.coli, ShigaShieldTM deluje proti bakteriji Shigella, ter SalmonelexTM, 
SalmoFreshTM in BacWashTM delujejo proti bakteriji Salmonella. ListexTM P100 ter 
SalmoFreshTM sta bila prva izmed produktov z bakteriofagi, ki sta pridobila certifikat: 
splošno priznana kot varna produkta (GRAS) (Ly-Chatain, 2014). Poleg tega se bakteriofagi 
lahko uporabljajo za detekcijo bakterijskih patogenov v klinični diagnostiki (Schofield in 
sod., 2012; Šuster in sod., 2017). Znan je tudi produkt VIDAS® - gre za  diagnostični test 
za določanje različnih sevov bakterij s pomočjo bakteriofagov. V raziskovalnem smislu so 
bakteriofagi zanimivi tudi kot potencialne nosilci za cepiva ali terapevtske gene pri genski 
terapiji (Haq in sod., 2012). V zadnjem času se raziskovalci veliko ukvarjajo tudi s 
formulacijo bakteriofagov ter novimi terapevtskimi dostavnimi sistemi z bakteriofagi 
(O’Sullivan in sod., 2016; Malik in sod., 2017; Hathaway in sod., 2017). V zadnjem času se 
veliko raziskovalcev ukvarja tudi z genskim inženiringom s pomočjo CRISPR/Cas9 sistema 
z namenom izboljšanja lastnosti bakteriofagov (Nobrega in sod., 2016; Pires in sod., 2016; 
Reardon, 2017). Izboljšati želijo protibakterijsko delovanje, premakniti ali razširiti t.i. domet 
gostitelja (ang. host range), ter zmanjšati vpliv na sesalske sisteme. 
 
2.4 BAKTERIOFAGNA TERAPIJA 
 
Ideja o zdravljenje akutnih in kroničnih bakterijskih infekcij s pomočjo bakteriofagov pri 
človeku je že precej stara, saj jo je na različne načine poskušal uveljaviti že sam odkritelj 
bakteriofagov (d’Herelle, 1931). Z odkritjem antibiotikov v tridesetih oz. štiridesetih letih 
20. stoletja je v zahodnem svetu raziskovanje bakteriofagov zamrlo. Na vzhodu, na področju 
nekdanje sovjetske zveze, predvsem pa na Poljskem in v Gruziji, ter delno tudi v Indiji, pa 
so se raziskave ter razvoj nadaljevale (Wittebole in sod., 2014; Clark, 2015). Večina 
znanstvenih prispevkov iz tega časa ni bila objavljena v angleščini, kar je predstavljalo 
težavo za raziskovalce z zahoda. V zadnjih letih pa so se začeli pojavljati članki, v katerih 
so avtorji zbrali ter prevedli raziskave objavljene v ruščini oz. poljščini (Abedon in sod., 
2011). V osemdesetih letih 20. stoletja sta Smith in Huggins kot prva izvedla serijo 
eksperimentov na miših, teletih, jagnjetih ter prašičih s katerimi sta pokazala učinkovitost 
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bakteriofagov v boju proti sistemskim infekcijam s patogeno E.coli v živalskih modelih 
(Smith in Huggins, 1982, 1983). V kasnejših študijah so raziskovalci preučevali vpliv 
delovanja bakteriofagov na bakterijske infekcije z različnimi patogeni (npr. Pseudomonas 
aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus baumanii, 
Staphylococcus aureus, Salmonella spp.) v podganah, piščancih, zajcih ter ostalih živalskih 
modelih (Sulakvelidze in sod., 2001). Bruynoghe in sodelavci so bili najverjetneje prvi 
raziskovalci, ki so opisali klinično uporabo bakteriofagov pri človeku (Bruynoghe in sod., 
1921). Za zdravljenje turov sta uporabila bakteriofage specifične za Staphylococcus spp. 
Tudi raziskovalci iz vzhodnega bloka so bili zelo aktivni na področju kliničnih študij uporabe 
bakteriofagov pri človeku, vendar so bile te študije pomanjkljive, ker niso vsebovale 
kontrolnih skupin.  
 
V zadnjem desetletju postaja bakteriofagna terapija ponovno aktualna tudi v zahodnem svetu 
(Kutateladze in Adamia, 2010; Golkar in sod., 2014; Kutateladze in sod., 2016), predvsem 
zaradi nekontrolirano visokega porasta multi-rezistentnih bakterij, katerim tudi najbolj 
učinkoviti antibiotiki niso več kos (Lin in sod., 2017). Prvi pravi eksperimenti z bakteriofagi 
na človeku so se v zahodnem svetu začeli po letu 2000. Varnost uporabe bakteriofaga T4 pri 
zdravih prostovoljcih je bila dokazana z randomizirano kontrolirano študijo, saj se tekom 
študije po peroralni aplikaciji bakteriofaga T4 ni pokazal nikakršen stranski učinek, v serumu 
preiskovancev ob koncu študije pa tudi niso našli faga T4 ali protiteles specifičnih proti 
fagom (Bruttin in Brüssow, 2005). V letu 2009 je bila v Združenih državah Amerike narejena 
tudi prva dvojno slepa, randomizirana in s placebom kontrolirana klinična preiskava I. faze, 
kjer so ugotavljali varnost bakteriofagnega pripravka proti kroničnem venskim razjedam na 
nogah. Iz študije je bilo razvidno, da je bil uporabljen bakteriofagen pripravek varen za 
bolnike, saj med testirano in kontrolirano skupino ni bilo statistično signifikantne razlike pri 
pogostosti neželenih učinkov (Rhoads in sod., 2009). V istem letu je bila v Angliji narejena 
enako kvalitetna klinična študija I. oz. II. faze, ki je tudi pokazala varnost ter učinkovitost 
bakteriofagnega pripravka v boju proti rezistentni bakteriji Pseudomonas aeruginosa na 
antibiotike pri bolnikih s kroničnem vnetjem srednjega ušesa (Wright in sod., 2009). Zaradi 
želje po razširitvi spektra delovanja monofagne terapije (samo en bakteriofag v 
bakteriofagnem pripravki), so se v zadnjem času začeli uveljavljati bakteriofagni koktejli, ki 
predstavljajo začetke polifagne terapije (Chan in Abedon, 2012; Chan in sod., 2013; Yen in 
sod., 2017). Pri bakteriofagnih koktejlih gre za mešanico različnih bakteriofagov, ki imajo 
skupaj boljšo protimikrobno učinkovitost na širši spekter patogenov (Goodridge, 2010). 
Poleg širšega spektra delovanja je ob uporabi bakteriofagnih koktejlov prisotna manjša 
možnost nastanka bakterijske rezistence na bakteriofage. V zadnjih parih letih se pojavlja 
vse več kliničnih študij, ki so povezane z bakteriofagi in se izvajajo z odobritvijo FDA v 
Združenih državah Amerike in EMA v Evropski Uniji (Sharma in sod., 2017). Klinično 
študijo I. faze z namenom ugotavljanja varnosti bakteriofagnega pripravka za zdravljenje 
kožnih okužb ter sinusov z MRSA (Staphylococcus aureus odporen proti meticilinu je do 
konca leta 2016 izvedlo podjetje AmpliPhi Biosciences. Zaradi pozitivnih izsledkov I. faze 
13 
Nabergoj D. Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih bioreaktorjev. 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
ter potrditve varnosti, je FDA odobril začetek II. faze v letu 2017. V Evropi pa se je od leta 
2015 do 2017 pod imenom Phagoburn izvedla prva prospektivna, multicentrična, enojno 
slepa, randomizirana kontrolirana klinična študija I. in II. faze v povezavi z bakteriofagi, ki 
ustreza vsem mednarnodnim standardom kliničnega preskušanja zdravil (v skladu z GMP in 
GCP). Francosko podjetje Pherecydes Pharma je izvedlo študijo v kateri se je osredotočilo 
na ugotavljanje varnosti in učinkovitosti dveh terapevtskih bakteriofagnih koktejlov za 
zdravljenje bakterijskih infekcij ran z E.coli in Pseudomonas aeruginosa pri bolnikih z 
opeklinami. Do danes končno poročilo klinične študije še ni na voljo. Poleg podjetja 
AmpliPhi Biosciences, sta odobritev za izvedbo klinične študije s strani FDA, pridobili tudi 
podjetji Technophage ter Novolytics. Podjetje Technophage se bo v klinični študiji 
osredotočilo na zdravljenje kroničnih razjed z bakteriofagi, podjetje Novolytics pa bo v 
predklinični študiji testiralo bakteriofagni pripravek proti MRSA (Kingwell, 2015). 
 
2.5 KONTINUIRANA PROIZVODNJA BAKTERIOFAGOV 
 
Četudi se bakteriofagi že uporabljajo na najrazličnejših področjih, pa je proizvodnja 
bakteriofagov v veliki večini primerov še vedno tradicionalna, saj poteka v erlenmajericah 
na stresalnikih ali kot šaržni proces v bioreaktorjih v industriji (Branston in sod., 2011; 
Grieco in sod., 2009; Warner in sod., 2014). Za namene bakteriofagne terapije pa je potrebno 
zagotoviti ustrezno proizvodnjo bakteriofagov (Lu in Koeris, 2011), ki mora zagotavljati 
visoko vsebnost bakteriofagov, kvaliteto produkta in čistost, brez prisotnosti endotoksinov, 
pirogenov in podobnih škodljivih produktov bakterij (Merabishvili in sod., 2009; Pirnay in 
sod., 2015). Ob upoštevanju potencialnih večjih potreb po bakteriofagih v prihodnosti, je 
zelo pomembno, da smo sposobni hitro proizvesti velike količine bakteriofagov. 
Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov bi lahko predstavljala zanimivo rešitev tega 
problema. V farmacevtski industriji se trend šaržne proizvodnje vedno bolj obrača proti 
kontinuirani proizvodnji (Jungbauer, 2013; Lee in sod., 2015), iz česar sklepamo, da se bo 
tudi proizvodnja bakteriofagov v prihodnosti izvajala na kontinuirani način, zaradi česar so 
na tem področju potrebna nova znanja (Podgornik in sod., 2014).  
 
Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov se lahko izvaja v kemostatu ali sistemu dveh 
zaporednih povezanih bioreaktorjev. Kemostat predstavlja mešalni bioreaktor, v katerega se 
konstantno dovaja svež medij, medtem ko se porabljen medij, ki vsebuje mikroorganizme, 
neporabljena hranila ter metabolne končne produkte, odvaja iz sistema z enako hitrostjo kot 
se dovaja svež medij. Delovni volumen v mešalnem bioreaktorju zaradi enakega vtoka ter 
iztoka torej ostaja konstanten (Novick in Szilard, 1950). Ena izmed glavnih prednosti 
kemostata je, da omogoča preko spreminjanja pretoka oz. hitrosti redčenja, nastavitev 
specifične hitrosti rasti bakterij oz. izbiro bakterije v določenem fiziološkem stanju. S 
preprosto spremembo pretoka, se bakterija ustrezno prilagodi in spontano korigira specifično 
hitrost rasti, na način, da izenači spremembo hitrosti redčenja. Na ta način lahko v kemostatu 
ponovljivo dosežemo različna fiziološka stanja bakterij, in ker se vzpostavi ravnotežno 
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stanje v sistemu, kar omogoča enako fiziološko stanje bakterije skozi daljši čas, se lahko 
izvedejo podrobne analize najrazličnejših parametrov (Ziv in sod., 2013). Eksperimenti v 
kemostatu tako omogočajo pomemben vpogled na vpliv fiziološkega stanja bakterij na 
proces pomnoževanja bakteriofagov, obenem pa seveda lahko predstavljajo tudi zanimivo 
informacijo za kontinuirano proizvodnjo. 
 
Čeprav se je kemostat v preteklosti v veliki meri uporabljal v biotehnologiji za pripravo ter 
proizvodnjo najrazličnejših biomolekul, ter se je med drugim veliko uporabljal tudi v 
raziskavah, pri katerih so bili vključeni bakteriofagi (Chen in Lim, 1996; Clark in sod., 1986; 
Kick in sod., 2017; Los in sod., 2003), še posebej zaradi tega, ker omogoča vodenje procesa 
pri stabilnem fiziološkem stanju bakterij (Ziv in sod., 2013), pa vseeno ne predstavlja 
primerne izbire za kontinuirano proizvodnjo, saj so mikroorganizmi v kemostatu bolj 
dovzetni za mutacije (Northrop, 1966; Paynter in Bungay, 1970; Horne, 1970; Chao in sod., 
1977). V kemostatu so namreč bakterije in bakteriofagi ves čas izpostavljeni selekcijskemu 
pritisku, ki poveča stopnjo mutaciji pri obeh, kar seveda preprečuje dolgoročno robustno 
proizvodnjo vhodnega bakteriofaga. V letu 1981 so Husimi in sodelavci z vpeljavo novega 
proizvodnega sistema t.i. »cellstat«, ki je bil sestavljen iz dveh povezanih mešalnih 
bioreaktorjev, do neke mere razrešili opažen problem povečene stopnje mutacij v kemostatu 
(Husimi in sod., 1982).  
 
»Cellstat« je sestavljen iz dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev, skozi katera teče enak 
ter konstanten pretok. V prvem bioreaktorju se goji le bakterija, ki je predstavlja substrat za 
namnoževanje bakteriofagov v drugem bioreaktorju. Drugi bioreaktor je bil s strani 
razvijalcev poimenovan kot »cellstat«. Ker prvi bioreaktor obratuje tako kot kemostat, torej 
vtok in iztok sta enaka, se v prvem bioreaktorju po vzpostavitvi ravnotežja doseže stabilno 
gojenje bakterije s fiziološkim stanjem, ki se s časom ne spreminja. Zaradi odsotnosti 
bakteriofagov v prvem bioreaktorju je selekcijski pritisk na bakterijo minimalen v primerjavi 
s kemostatom. Drugi bioreaktor obratuje pri višji hitrosti redčenja kot znaša maksimalna 
specifična hitrost rasti bakterij, kar preprečuje, da bi se v primeru pojava mutirane bakterije 
le-ta zadržala v sistemu. Višjo hitrost redčenja v drugem bioreaktorju dosežemo z nižanjem 
delovnega volumna drugega bioreaktorja ob konstantnem pretoku skozi oba bioreaktorja. 
Bakteriofagi se v drugem bioreaktorju navkljub višjim hitrostim redčenja lahko 
namnožujejo, ker je populacijska hitrost rasti bakteriofagov signifikantno višja kot 
specifična hitrosti rasti bakterij (Bull in sod., 2006; Nabergoj in sod., 2018a), medtem ko se 
bakterija v drugem bioreaktorju ne more množiti. »Cellstat« se je v povezavi z bakteriofagi 
že velikokrat uporabljal za različne namene kot je proizvodnja bakteriofagov (Schwienhorst 
in sod., 1996), proizvodnja proteinov (Oh in sod., 2005; Park S. H. in Park T. H., 2000; Park 
in sod., 1991), študij evolucije bakteriofagov (Lindemann in sod., 2002) ter za usmerjeno 
kontinuirano evolucijo biomolekul (Esvelt in sod., 2011). V našem primeru smo se 
osredotočili na sistem dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev kot proizvodni sistem za 
kontinuirano namnoževanje bakteriofagov.  
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Sistem dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev lahko sestavljata tudi mešalni in cevni 
bioreaktor. Taki sistemi imajo lahko tudi določene prednosti v primerjavi s sistemom dveh 
zaporednih mešalnih bioreaktorjev kot so preprosta konstrukcija, mešanje v cevnem 
bioreaktorju je bolj enotno,  prenos toplote in mase sta zaradi višjega razmerja med površino 
in volumnom bioreaktorja bolj učinkovita, prenos proizvodnje v večji volumen je ponavadi 
lažji, navsezadnje pa je tudi samo vzdrževanje takega sistema precej lažje, ker so sestavni 
elementi osnovni (Russell in sod., 1974; Šantek in sod., 2006). Cevni bioreaktor izkazuje 
tudi določene slabosti, saj v takih sistemih ne morejo potekati šaržni procesi, hkrati pa se 
tudi ne uporabljajo za bioprocese, pri katerih mikroorganizmi zahtevajo višje potrebe po 
kisiku (prenos mase v aksialni smeri je slabši) (Šantek in sod., 2006). V literaturi je opisano, 
da se kombinacija mešalnega in cevnega bioreaktorja uporablja kot proizvodni sistem za 
izdelavo biopesticidov (Moser, 1991). Obstaja več različnih tipov horizontalnega cevnega 
bioreaktorja (preprosta cev, bioreaktor iz biodiskov, cevni bioreaktor z več rezili, 
horizontalni vrtljivi cevni bioreaktor, itd.) (Šantek in sod., 2006), v našem primeru smo kot 
cevni reaktor uporabili preprosto cev. Ker tak tip cevnih bioreaktorjev oponaša naravni tok 
tekočine v rekah, se zelo pogosto taki bioreaktorji uporabljajo v procesih čiščenja odpadnih 
voda (Krishna, 2013; Liotta in sod., 2014). V literaturi so tudi opisani primerih, v katerih so 
kot sredstvo za odstranjevanje bakterij v odpadnih vodah uporabili bakteriofage (Dias in 
sod., 2015; Worley-Morse in Gunsch, 2015). V našem primeru smo torej preizkusili tudi 
drugo različico kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v sistemu dveh zaporedno 
povezanih bioreaktorjih, pri katerih je bil prvi mešalni (bioreaktor »C«), drugi pa cevni 
bioreaktor. V mešalnem bioreaktor »C« se je, tako kot v primeru dveh mešalnih 
bioreaktorjev, izvajalo robustno ter kontinuirano gojenje bakterij pri določeni hitrosti 
redčenja. Bakterija je z bakteriofagom prišla v stik na začetku cevnega bioreaktorja, kar je 
ob konstantnem dovajanju bakteriofagov, omogočalo kontinuirano namnoževanje 
bakteriofagov vzdolž dolžine cevnega bioreaktorja. Cevni bioreaktor ima še to lastnost, da 
lahko na teoretični zadrževalni čas bakteriofaga in bakterije direktno vplivamo preko 
spreminjanja dolžine cevnega bioreaktorja (Ballyk in Smith, 1999). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
















































Razmerje v odvisnosti od hitrosti 
redčenja v mešalnem bioreaktorju 
VPLIV HITROSTI 
REDČENJA V MEŠ. 
BIOREAKTORJU 
NA DOVZETNOST 
ZA OKUŽBO Z 
BAKTERIOFAGI  









Variabilno fiziološko stanje bakterij 
(konst. pogoji: VC = 25 mL, VP = 5 mL, 
spremenljivi pogoji: F = 0,1-0,4 mL) 
 
 
-Razvoj programske kode 
-Testiranje delovanja krmilnika 
-Mešalni reaktor »C«,  
D=0,06-0,96 h-1 
-Izolacija in analiza RNK 
-Izolacija in analiza proteinov 
-Mešalni reaktor »C«, 
 D = 0,06-0,96 h-1 
-Matematični opis posameznega 
fagnega rastnega parametra kot 
funkcije hitrosti redčenja 
-Izračun populacijske hitrosti rasti 
bakteriofaga iz eksperimentalnih 
podatkov 
-Primerjava z obliko Monodove 
enačbe 
-Sistem dveh zaporednih mešalnih 
bioreaktorjev 
-Izračun produktivnosti s pomočjo 
podatka o koncentraciji fagov 
-Primerjava eksperimentalnih 
podatkov z modelom za variabilno 
in konstantno fiziološko stanje 
bakterij 
Krmilnik peristaltičnih črpalk s 
koračnim motorjem 
Senzor optične gostote 
-Razvoj programske kode 
-Testiranje delovanja senzorja 
Določanje latentne periode 
Določanje brstnega števila 
Določanje populacijske hitrosti rasti faga 
Konstantno fiziološko stanje bakterij 
(konst. pogoji: VC = 25 mL, F = 0,35 mL 












Konstantno fiziološko stanje bakterij 
Vpliv posameznih bakteriofagnih rastnih 
parametrov (δ, L, b) 
Variabilno fiziološko stanje bakterij 
Vpliv posameznih koeficientov enačb 
(δmax, δ', Kads, Klat, Lmin, k) 
 
 
-Teoretični pristop, simulacija 
produktivnosti kontinuirane 
proizvodnje fagov, spreminjali 
smo le 1 spremenljivko naenkrat 
-Vsaka spremenljivka je bila v 
simulaciji uporabljena kot n-
kratnik vrednosti določene pri 
prileganju eksperimentalnih 
podatkov, pri čemer je n 
predstavljal število 0,5, 1, 2, 3, 4. 
-Izris grafov ter določitev 
spremenljivk, ki imajo največji 
vpliv na produktivnost 
-Vpliv relativne vrednosti 
spremenljivke na maksimalno 
produktivnost in Dopt 
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Slika 4: Potek dela 











V SISTEMU DVEH 
ZAP. MEŠ. 
REAKTORJIH 
Konstantno fiziološko stanje bakterij 
Vpliv posameznih bakteriofagnih rastnih 
parametrov (δ, L, b) 
Variabilno fiziološko stanje bakterij 
Vpliv posameznih koeficientov enačb 
(δmax, δ', Kads, Klat, Lmin, k) 
 
 
-Teoretični pristop, simulacija 
koncentracije bakteriofagov pri 
kontinuirani proizvodnjI fagov, 
spreminjali smo le 1 
spremenljivko naenkrat 
-Vsaka spremenljivka je bila v 
simulaciji uporabljena kot n-
kratnik vrednosti določene pri 
prileganju eksperimentalnih 
podatkov, pri čemer je n 
predstavljal število 0,5, 1, 2, 3, 4. 
-Izris grafov ter ugotavljanje razlik 
v trendih koncentracije 
bakteriofagov med variabilnem in 










Daljši teoretični zadrževalni časi v 
cevnem bioreaktorju (od 60 do 300 min) 
 
 
Krajši teoretični zadrževalni časi (od 15 
do 180 min) ter različni pretoki (od 0,2 do 
0,8 mL min-1) v cevnem bioreaktorju 
 
 
Ugotavljanje ali je kisik limitni faktor – 
eksperiment s prepihovanjem posode z 





Ugotavljanje ali se bakterije zadržujejo v 
cevnem bioreaktorju – eksperiment 




Primerjava kontinuirane proizvodnje 
bakteriofagov v sistemu mešalnega in 
cevnega bioreaktorja s šaržnem gojenjem 




bakteriofagov in bakterij 
-Primerjava kromatografske ločbe 
vzorcev 
-Primerjava ločbe z agarozno 
gelsko elektroforezo 
-Cevni bioreaktor z 10 min 
zadrževalnim časom 
-Kontinuirano gojenje bakterije v 
cevnem bioreaktorju brez 
prisotnosti bakteriofagov 
-6-kratno spiranje cevnega 
bioreaktorja in potem uvajanje 
bakteriofagov v spran cevni 
bioreaktor, ter vzorčenje za 
koncentracijo bakteriofagov in 
bakterij 
-Primerjava koncentracij 
bakteriofagov in bakterij pri 
eksperimentu brez in s 
prepihovanjem posode s 
bakteriofagom z dušikom 
-Primerjava koncentracij 
bakteriofagov in bakterij pri  
krajših teoretičnih zadrževalnih 
časih za različne pretoke (0,20 mL 
min-1, 0,40 mL min-1, 0,50 mL min-
1, 0,60 mL min-1, 0,80 mL min-1) 
-Ugotavljanje koncentracij 
bakteriofagov pri  daljših 
teoretičnih zadrževalnih časih pri 
pretoku 0,50 mL min-1 v cevnem 
bioreaktorju 
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3.2 MATERIAL 
 
3.2.1 Delovni mikroorganizmi – bakterija in bakteriofag 
 
Pri vseh eksperimentih navedenih v doktorski nalogi smo uporabljali sev bakterije rodu 
Escherichia coli K-12 MG1655 (DSM 18039) in bakteriofag T4 (DSM 4505), ki sta bila 
kupljena pri Leibniz Institute DSMZ iz Nemčije in smo ju shranili v zbirko 
mikroorganizmov Laboratorija za bioanalitiko (COBIK, Tovarniška 26, 5270 Ajdovščina). 
Bakterija E.coli K-12 spada med fakultativno anaerobne bakterije, medtem ko bakteriofag 
T4 spada med izključno litične bakteriofage. Oba delovna organizma sta zelo dobro 
raziskana in okarakterizirana (Bachmann, 1972; Hu in sod., 2015; Yap in Rossmann, 2014) 
ter imata določeno zaporedje celotnega genoma (Blattner in sod., 1997; Hayashi in sod., 




V Preglednici 1 so predstavljena gojišča, ki smo jih uporabljali tekom našega dela ter njihova 
priprava. 
 
Preglednica 1: Pregled gojišč, njihovih sestavin ter priprava 
Table 1: List of media, their components and preparation 
Tekoče LB gojišče 
SESTAVA KONCENTRACIJA 
LB bujon (Sigma L3022) 
Deionizirana voda 
20 g L-1 
1 L 
PRIPRAVA: 
Zatehtamo LB bujon, dodamo destilirano vodo ter pomešamo. Steriliziramo v avtoklavu 20 minut pri 
temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar. Po sterilizaciji smo gojišče ohladili na sobno temperaturo in ga po 
potrebi razdelili v ustrezne sterilne vsebnike ter jih shranili v hladilnik na temperaturi 4° C, kjer jih hranimo 
do uporabe. 
 
Poltrdno LB gojišče 
SESTAVA KONCENTRACIJA 
LB bujon (Sigma, L3022) 
Agar (Sigma, 05040)  
Deionizirana voda 




Zatehtamo LB bujon ter agar, dodamo destilirano vodo ter pomešamo. Steriliziramo v avtoklavu 20 minut 
pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar. Po sterilizaciji gojišče ohladimo na 55 °C ter ga alikvotiramo v 
steklene epruvete. Do uporabe ga hranimo v vodni kopeli pri temperaturi 55 °C. 
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nadaljevanje Preglednice 1 
Trdno LB gojišče 
SESTAVA KONCENTRACIJA 
LB bujon (Sigma, L3022) 
Agar (Sigma, 05040)  
Deionizirana voda 




Zatehtamo LB bujon ter agar, dodamo destilirano vodo ter pomešamo. Steriliziramo v avtoklavu 20 minut 
pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar. Po sterilizaciji gojišče ohladimo v vodni kopeli na 55 °C in ga 
potem vlijemo v petrijevke, počakamo da se gojišče strdi. Do uporabe hranimo petrijevke z trdnim LB 
gojiščem v hladilniku pri temperaturi 4 °C. 
 
3.2.3 Raztopine, reagenti ter kemikalije 
 
Raztopine in reagenti, ki smo jih uporabljali tekom našega dela, so predstavljeni v 
Preglednicah 2-5. 
 
Preglednica 2: Raztopina uporabljena pri pripravi redčitvenih vrst za bakteriofage 
Table 2: Solution used for dilution of bacteriophages 




Tris, pH 7,5 (Fischer Scientific, 
T/3710/60) 
NaCl (Fischer Scientific, S/3120/60) 
MgSO4 (Sigma, M2643) 






Preglednica 3: Raztopine in reagenti za horizontalno gelsko elektroforezo 
Table 3: Solutions and reagents for horizontal gel electrophoresis 
RAZTOPINA/REAGENT SESTAVINA KONCENTRACIJA 
pufer 10x TBE  
Tris (Fischer Scientific, T/3710/60) 
borova kislina (Sigma, B6768) 
EDTA (Kemika, 1136808) 
deionizirana voda 
108 g L-1 
55 g L-1 
7,4 g L-1 
1 L 
nanašalni pufer: 
6x DNA loading dye  
(Thermo Scientific, R0611) 
Tris-HCl (pH 7,6) 
bromfenol modro 




0,03 %  
0,03 %  
60 % 
60 mM 
molekulski označevalec dolžin kosov 
DNA 
GeneRuler 1 kb  
(Thermo Scientific, SM0311) 
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Preglednica 4: Reagenti za določanje razmerja RNA/proteini 
Table 4: Reagent used for determination of RNA/protein ratio 
REAGENT SESTAVINA KONCENTRACIJA 
TRIzolTM (Invitrogen, 15596026)  
Reagent je monofazna raztopina fenola, 
gvanidin izotiocianata in drugih 
lastniških component, ki olajšajo 
izolacijo različno velikih delov RNK 
/ 
ultra čista voda brez prisotnih DNaz in 
RNaz (Invitrogen, 10977049) 
Ultra čista voda / 
 
Preglednica 5: Raztopine uporabljene kot mobilne faze pri kromatograski ločbi na HPLC sistemu 
Table 5: Solutions used as mobile phases for chromatographic separation with HPLC system 
RAZTOPINE SESTAVINA KONCENTRACIJA 
pufer A: 
20 mM pufer Tris, pH = 7,5 
Tris (Fischer Scientific, T/3710/60) 
deionizirana voda 
2,24 g L-1 
1 L 
pufer B: 
20 mM pufer Tris, pH = 7,5 z 1,5 M 
NaCl  
Tris (Fischer Scientific, T/3710/60) 
NaCl (Fischer Scientific, S/3120/60) 
deionizirana voda 
2,24 g L-1 
87,75 g L-1 
1 L 
 
Poleg navedenih reagentov in raztopin, pa smo pri raziskovalnem delu uporabljali tudi 
kemikalije, ki so spodaj navedene po abecednem redu: 
 
 75 % etanol (Kefo, 133124) 
 96 % etanol (Kefo, 133124) 
 glicerol (Sigma, G5516) 
 gvanidin hidroklorid (Sigma, G3272)  
 izopropanol (Sigma, 278475) 
 kloroform (Sigma, C2423) 
 klorovodikova kislina (HCl) (Sigma, H1758) 
 natrijev hidroksid (NaOH) (Sigma, 221465) 
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3.2.4 Laboratorijski material in oprema 
 
V tem poglavju je naveden laboratorijski material (Preglednica 6) in oprema (Preglednica 
7), ki smo jo uporabljali tekom izvajanja raziskovalnega dela. 
 
Preglednica 6: Seznam laboratorijskega materiala uporabljenega v raziskovalnem delu 




Alu folija / Lidl, Nemčija 
Avtomatske pipete in nastavki  
2-20 µL, 20-200 µL, 100-1000 
µL  
Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Cev iz umetne mase PFAN-4 x 0,75-NT Festo, Nemčija 
CIM® QA 0,34 mL monolitni 
disk 
210.5113-1.3 BiaSeparations, Slovenija 
Filtri s porami 0,22 µm Chromafil Xtra PES-20/25 Macherey-Nagel, Nemčija 
Kovinska cepilna zanka / / 
Kovinski T-člen NPQH-T-Q4-E-P10 Festo, Nemčija 
Krioviale 2 mL Techno Plastic Products, Švica 
Magnetki 
10 x 6 mm 
20 x 6 mm 
Mikropolo, Slovenija 
Masterflex cevka Silicone Tubing L/S® 13 Cole-Parmer Instrument, ZDA 
Merilec pretoka plina 0-10 L min-1 (LZM-6T) Yuyao Kingtai Ins., Kitajska 
Mikrocentrifugirke 1,5 mL Isolab, Nemčija 
Mikrotitrske ploščice Cellstar 655160 Greiner Bio-One, ZDA 
PEEK® kapilara 1/16'' x 0,75 mm ID VICI AG International, Švica 
Plastične sterilne centrifugirke 15 mL, 50 mL Labortehnika Golias, Slovenija 
Plastične sterilne serološke pipete 5 mL, 10 mL, 25 mL Greiner Bio-One, ZDA 
Plastični liji premer 65 mm Isolab, Nemčija 
Pokrovček z dvema šobama za 
cevi 
GL45 4 x 1 mm bbi-biotech, Nemčija 
Silikonske cevi 3 mm ID, 5 mm OD Rosil, Slovenija 
Silikonski zamaški  17 x 22 x 25 mm Kefo, Nemčija 
Steklene čaše Različni volumni Simax, Češka 
Steklene epruvete z navojem  100 x 16 mm  Hecht Assistant, Nemčija 
Steklene viale 
30 mL, 28 mm 
15 mL, 25 mm 
10 mL, 24 mm 
Mikropolo, Slovenija 
Stekleni merilni valji 10 mL, 50 mL, 100 mL, 500 mL Isolab, Nemčija 
Steklenice z navojem od 250 do 2000 mL Duran, Nemčija 
Sterilne brizge 1 mL SOFT-JECT Henke-Sass Wolf, Nemčija 
Sterilne injekcijske igle 0,30 mm x 12 mm Braun, Nemčija 
Sterilne plastične petrijeve plošče premer 70 mm in 90 mm Labortehnika Golias, Slovenija 
Uteži iz POM z navojem za cev / lastna izdelava 
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Poleg naštetega materiala smo uporabljali še osnovni laboratorijskega pribora ter različen 
potrošni material, kot so zaščitne rokavice, vrečke za avtoklaviranje odpadnega materiala ter 
stojala za mikrocentrifugirke, epruvete ter centrifugirke. 
 
Preglednica 7: Laboratorijska oprema uporabljena za raziskovalno delo 
Table 7: Laboratory equipment used in experimental work 
LABORATORIJSKA OPREMA OZNAKA PROIZVAJALEC 
Aparat za pipetiranje Pipet-Aid 4-000-221 Drummond Scientific, ZDA 
Avtoklav 60 in 214 L Sutjeska, Jugoslavija 
Centrifuga za 1,5 in 2 mL epice  MiniSpin Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga za 15 in 50 mL 
centrifugirke 
5810r Eppendorf, Nemčija 
Čitalec mikrotitrskih ploščic  Infinite F200 PRO  Tecan Trading AG, Švica  
Digetorij Secuflow Waldner, Nemčija 
Elektroforezna banjica / Cleaver  Scientific, Velika Britanija 
Hladilnik LABO-100 Kirsch, Nemčija 
HPLC sistem ÄktaExplorer 3 GE Healthcare, Velika Britanija 
Inkubator BD 115 Binder, Nemčija 
Inkubator s stresalnikom  ISF1-X Adolf Kühner AG, Švica 
Krmilnik za peristaltične črpalke / lastna izdelava 
Magnetno mešalo (enoconsko) LLG-uniSTIRRER 3 Lab Logistics Group, Nemčija 
Magnetno mešalo (štiriconsko) LLG-uniSTIRRER 1M4 Lab Logistics Group, Nemčija 
Mikrovalovna pečica / Gorenje, Slovenija 
Namizni laminarij KTP-A IV KlimaOprema, Hrvaška 
Peristaltične črpalke s koračnim 
motorjem 
OEM-BO1 ShenChen, Kitajska 
pH meter AD8000 Adwa Instruments, Madžarska 
Plinski gorilnik / / 
Senzor optične gostote / lastna izdelava 
Sistem za agarozno gelsko 
elektroforezo 
Power pac 300 Bio-rad, ZDA 
Sistem za dokumentacijo gelov  E-BOX VX2 Vilber Lourmat, Francija 
Sistem za vakumsko filtriranje / / 
Spektrofotometer Nanodrop 2000/2000c UV-Vis ThermoFischer Scientific, ZDA 
Tehtnica Kern EMS 300-3 Kern in Sohn, Nemčija 
Vodna kopel WB-30 Kambič, Slovenija 
Vrtinčno mešalo VORTEX Genius 3 IKA Werke, Nemčija 
Zamrzovalna omara -80 °C MDF-U53V Sanyo, Japonska 
Zamrzovalnik na -20 °C / Liebherr, Švica 
 
Poleg zgoraj navedene laboratorijske opreme smo pri svojem delu uporabljali še programsko 
opremo: Arduino 1.0.6 (odprtokodna programska oprema), CoolTerm 1.4.6 (odprtokodna 
programska oprema), i-control 1.12 (Tecan, Švica), Microsoft Office 2013 (Microsoft 
Corporation, ZDA) in ECapt (Vilber Lourmat, Francija). 
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3.2.4.1 Podrobnejši opis krmilnika peristaltičnih črpalk s koračnim motorjem ter senzorja 
optične gostote 
 
Ker sta krmilnik peristaltičnih črpalk in senzor optične gostote plod naše lastne zasnove ter 
izdelave, želimo omenjena sistema bolj podrobno predstaviti. Slika 5 prikazuje razvit sistem 
za kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov v dveh zaporednih bioreaktorjih, prikazan je 
krmilnik peristaltičnih črpalk s koračnim motorjem (Slika 5A), sistem dveh povezanih 
steklenih mešalnih bioreaktorjev (Slika 5B) ter senzor optične gostote (Slika 5C). Izdelan 
krmilnik peristaltičnih črpalk ter senzor optične gostote predstavljata cenovno ugodno 
rešitev, saj so stroški izdelave obeh naprav znašali le okrog 100€. Preglednica 8 prikazuje 
glavne komponente, ki smo jih potrebovali za izdelavo krmilnika peristaltičnih črpalk in 
senzorja optične gostote. Najpomembnejša komponenta pri obeh je odprtokodni 
mikrokrmilnik Arduino Nano, katerega programski jezik bazira na C/C++ jeziku. Gre za 
najbolj pogosto uporabljen krmilnik v svetu hobi elektronike. Vsakega izmed kontaktov oz. 
pinov se lahko vklaplja ali izklaplja, PWM pini pa imajo možnost modulacije širine impulza, 
s katero se lahko uravnava napetost na porabnikih. Vsak pin se lahko uporablja kot stikalo 
ali pa kot senzor. Analogni pini imajo možnost detekcije napetosti na samem pinu, in sicer 
primerjajo izmerjeno napetost z referenčno (5V) ter podajo odčitek v 10 bitih (0-1023).  
 
Preglednica 8: Glavne komponente krmilnika peristaltični črpalk in senzorja optične gostote 
Table 8: Main components of controller of peristaltic pumps and optical density sensor 
Krmilnik peristaltičnih črpalk Senzor optične gostote 
1x Mikrokrmilnik Arduino Nano 1x Mikrokrmilnik Arduino Nano 
1x Prototipna plošča 1x Prototipna plošča 
Konektorji JST Konektorji JST 
LICY kabel-4 polni  LICY kabel-4 polni 
4x Krmilnik EasyDriver Laserski modul LP-702 
1x LCD 16x2 mm Fotouporniki Excitas tech A906032 
1x Univerzalni napajalnik Uporniki 47 kOhm 
EBOX ohišje Uporniki 56 Ohm 
 
Za izdelavo krmilnika peristaltičnih črpalk smo uporabili še krmilnik EasyDriver, prototipno 
ploščo, LCD zaslon, ter univerzalni napajalnik. EasyDriver je tudi odprtokodni krmilnik, ki 
se uporablja pri bipolarnih koračnih motorjih. Ima veliko funkcij, v našem primeru smo 
uporabili le nekaj pinov na gonilniku, in sicer za korake (ang. step), napajanje (power + in -
), ter za tuljave motorja. Prototipna plošča je predizdelano tiskano vezje z luknjicami za 
kontakte. Luknjice so prevlečene z bakrom, na katerega se nanese lot. Ploščo smo uporabili 
pri izdelavi z namenom fiksacije elementov krmilnika ter zmanjšanja motenj iz okolja. LCD 
zaslon, ki je bil zvezan na mikrokrmilnik Arduino Nano, smo uporabili za prikazovanje 
vrednosti nastavljenih rpm posamezne črpalke. Kot vir napajanja smo uporabili univerzalni 
napajalnik z možnostjo nastavitve napetosti. Napisali smo programsko kodo (Priloga A), ki 
je omogočala sočasno neodvisno delovanje ter nastavitev različnih pretokov pri treh 
peristaltičnih črpalkah. Programska koda je štela čas, ki je bil potreben za določen korak 
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posamezne črpalke. Pini na krmilniku Arduino Nano, ki so bili povezani s krmilnikom 
EasyDriver, so se prižigali v različnih časovnih intervalih. Pri vsakem prižigu in ugasnitvi 
se je koračna črpalka premaknila za 1 mikrokorak (naša nastavitev je bila 1/8 koraka).  
 
 
Slika 5: Razvit sistem za kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov v dveh zaporednih bioreaktorjih. (A) 
Krmilnik za hkratno upravljanje treh peristaltičnih črpalk s koračnim motorjem, za vsako izmed črpalk se lahko 
neodvisno nastavi poljuben pretok v razponu med 0,015 in 0,750 mL min-1. (B) Prikaz dveh povezanih 
steklenih mešalnih bioreaktorjev, levi ima delovni volumen 25 mL, desni pa 5 mL. Mešanje je zagotovljeno s 
pomočjo magnetnega mešala. (C) Senzor optične gostote, ki omogoča sprotno spremljanje koncentracije 
bakterij preko merjenja in beleženja optične gostote pri 650 nm na računalniku 
Figure 5: Developed system for continuous production of bacteriophages in two consecutive bioreactors. (A) 
Controller for simultaneous operation of three peristaltic pumps with stepper motor. Flow rate can be set in the 
range between 0,015 and 0,750 mL min-1 independently for each of the pumps. (B) Display of two connected 
glass stirred bioreactors. Bioreactor on the left and right having a working volume of 25 mL and 5 mL, 
respectively. Mixing is arranged by magnetic stirrer. (C) An optical density sensor that enables ongoing 
monitoring of concentration of bacteria in stirred bioreactor by measuring and recording the optical density at 
650 nm on computer 
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Za izdelavo senzorja optičnega senzorja smo poleg že opisanih komponent uporabili še 
laserski modul, fotoupornike, ter upornike 47 kOhm in 56 Ohm. Laserski modul je imel moč 
45 mW ter je oddajal svetlobo z valovno dolžino 650 nm. Ker je bila napetost na laserju 3 
V, krmilnik Arduino Nano pa je imel na pinih 5 V napetost, smo vmes zaporedno zvezali 
upornik s 56 Ohm upornostjo in s tem preprečili previsok tok na laserju. Uporabljeni 
fotouporniki so imeli širok razpon upornosti glede na presvetljenost (od 15 kOhm do 1 
MOhm), vrh zaznave pa so imeli za svetlobo valovne dolžine 650 nm. Upornike z upornostjo 
47 kOhm smo uporabili zato, da smo napetost iz senzorja preusmerili na zemljo. S tem se je 
zmanjšal vpliv šuma, meritve pa so bile bolj stabilne. Laserski moduli so se vklapljali 
direktno preko digitalnih pinov. Ker so trije laserji ob sočasnem prižiganju porabili preveč 
toka, smo programsko kodo napisali tako, da so se laserji prižigali v kaskadi, s tem se je 
zmanjšal padec napetosti zaradi manjše porabe toka. Ko se je laser prižgal, je padel snop 
svetlobe na fotoupornik, kateremu se je glede na delež osvetljenosti povečala upornost. Z 
večanjem upornosti je prepuščal vedno manj toka, kar se je odražalo kot zmanjšanje 
napetosti na analognih pinih mikrokrmilnika Arduino Nano, ki so bili zvezani na 
fotoupornik. Arduino Nano razdeli 0-5 V na 1024 enot (10 bitov, od 0-1023) in potem te 
enote primerja z izmerjeno ter poda ustrezno vrednost. Senzor optične gostote je meril ter 
zapisoval meritve v časovnem intervalu, ki smo ga sami določili (v našem primeru je senzor 
izmeril vrednost vsako minuto). Za kontrolo senzorja optične gostote smo uporabili 
odprtokodni program CoolTerm, ki med drugim lahko vsaki meritvi pripiše časovni žig v 
dejanskem času, obenem pa je meritve sprotno zapisoval ter shranjeval v beležko v obliki 
dokumenta *.csv (ang. comma separated value). V Prilogi B je prikazana programska koda 
za senzor optične gostote.  
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3.3 METODE 
 
3.3.1 Mikrobiološke manipulacije z bakterijo E.coli K-12 
 
3.3.1.1 Revitalizacija liofilizirane bakterije ter priprava založne banke E.coli K-12 
 
Pri revitalizaciji liofilizirane bakterijo E.coli K-12 smo postopali po priporočilih 
proizvajalca (Leibniz Institute DSMZ, Nemčija). Vrh steklene ampule smo segreli v 
plamenu plinskega gorilnika in na segreto mesto kanili par kapljic vode, kar je povzročilo 
razpoko v steklu. S pomočjo pincete smo odstranili koščke stekla ter iz notranjosti ampule 
vzeli manjšo vialo, v kateri je bila liofilizirana bakterija. Pod sterilnimi pogoji smo s pinceto 
odstranili bombažni vtič in v vialo dodali 0,5 mL tekočega LB gojišča ter pustili vialo na 
sobni temperature 30 minut, da se je pelet rehidriral. Po pretečenem času smo vsebino viale 
pomešali s pomočjo sterilne cepilne zanke ter polovico vsebine prenesli v 5 mL tekočega 
LB gojišča, ostalo polovico pa smo nacepili s cepilno zanko na trdno LB gojišče ter 
inkubirali 18 h v inkubatorju na 37 °C. Z namenom priprave založne banke smo naslednji 
dan k namnoženi bakteriji v tekočem LB gojišču dodali ustrezno količino glicerola, da je 
končna koncentracija znašala 10 %, dobro pomešali ter tako pripravljeno bakterijsko kulturo 
alikvotirali v krioviale, ki smo jih potem shranili na –80 °C. 
 
3.3.1.2 Priprava delovne banke E.coli K-12  
 
Delovno banko smo pripravili iz založne banke, ki je bila shranjena na –80 °C. Pod sterilnimi 
pogoji smo s cepilno zanko bakterijo iz založne banke nacepili na petrijevko s trdnim LB 
gojiščem do posameznih kolonij. Petrijevko smo inkubirali 18 h v inkubatorju pri 
temperaturi 37 °C. Naslednji dan smo 50 mL tekočega LB gojišča v erlenmajerici nacepili z 
le eno samo bakterijsko kolonijo s pomočjo cepilne zanke. Gojišče smo z bakterijo inkubirali 
18 h pri temperaturi 37 °C in stresanju 200 rpm. Naslednji dan smo dodali ustrezno količino 
glicerola, da je končna koncentracija znašala 10 %, dobro smo pomešali ter tako pripravljeno 
bakterijsko kulturo alikotirali v mikrocentrifugirke, ki smo jih potem shranili na –80 °C. 
 
3.3.1.3 Priprava prekonočne kulture E.coli K-12 
 
Prekonočno kulturo smo vedno pripravili iz delovne banke E.coli K-12, posamezno 
mikrocentrifugirko smo uporabili le enkrat, saj smo jo po vsaki pripravi prekonočne kulture 
zavrgli. Pod sterilnimi pogoji smo s cepilno zanko bakterijo iz delovne banke prenesli v 
erlenmajerico s 50 mL tekočega LB gojišča ter inkubirali 16-18 h v inkubatorju na 37 °C ob 
stresanju 200 rpm. Po inkubaciji smo prekononočno kulturo shranili v hladilniku na 4 °C, 
ter jo za namene inokulacije bioreaktorjev ter izvedbe metode štetja plakov uporabljali do 1 
tedna. 
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3.3.1.4 Določanje koncentracije bakterij z metodo štetja kolonij  
 
Koncentracijo bakterij v vzorcu (CFU mL-1) smo določali z metodo štetja kolonij na 
petrijevki s trdnim LB gojiščem (Naghili in sod., 2013). Pripravili smo redčitveno vrsto 
vzorca s korakom 10-kratne redčitve. Vzorec smo razredčili v tekočem LB gojišču tako, da 
smo 50 µL vzorca dodali v 450 µL tekočega LB gojišča (10-kratna redčitev), dobro 
pomešali, zopet odvzeli 50 µL in jih dodali v 450 µL svežega tekočega LB gojišča (100-
kratna redčitev) in tako nadaljevali, dokler nismo dosegli želene razredčitve. Na trdno LB 
gojišče smo potem nanesli 3-krat po 10 μl vsake redčitve ter počakali, da so se kapljice 
posušile (15-20 min). Petrijevke smo obrnili in jih inkubirali 16-18 h v inkubatorju pri 37 
°C. Naslednji dan smo prešteli število posameznih kolonij ter izračunali koncentracijo 
bakterij (CFU mL-1) s pomočjo Enačbe (2): 
CFU mL−1 = 
št.kolonij ∙ redčitev
volumen kapljice
   … (2) 
 
3.3.1.5 Merjenje optične gostote s čitalcem mikrotitrskih ploščic 
 
Rast bakterijske kulture E.coli K-12 smo pri šaržnem gojenju bakterije spremljali s pomočjo 
čitalca mikrotitrskih ploščic. Merili smo optično gostoto (OD) vzorcev preko določanja 
absorbcije svetlobe pri valovni dolžini 600 nm. Na mikrotitrsko ploščico smo za vsak vzorec 
nanesli 3-krat po 200 µL vzorca, obenem pa tudi 3-krat po 200 µL tekočega LB gojišča, ki 
nam je služilo kot ozadje. Končno vrednost OD posameznega vzorca smo dobili tako, da 
smo povprečni vrednosti za vzorec, odšteli povprečno vrednost ozadja in tako dobili 
dejansko vrednost OD za vsak vzorec. 
 
3.3.2 Mikrobiološke manipulacije z bakteriofagom T4 
 
3.3.2.1 Revitalizacija liofiliziranega bakteriofaga T4 ter priprava založne banke 
 
Pri revitalizaciji liofiliziranega bakteriofaga T4 smo postopali po priporočilih proizvajalca 
(Leibniz Institute DSMZ, Nemčija). Ampulo smo odprli podobno kot pri revitalizaciji 
liofilizirane bakterije (glej 3.3.1.1), pod sterilnimi pogoji smo potem prenesli filtrni papirček 
z bakteriofagi v centrifugirko, kjer je bilo 5 mL eksponentno rastoče bakterijske kulture 
E.coli K-12, ter inkubirali bakteriofage z bakterijo na 37 °C dokler ni prišlo do lize (vsebina 
se je zbistrila). Po lizi smo ostanke bakterij ločili od bakteriofagov s centrifugiranjem 
(10.000 g, 10 min). Pelet smo zavrgli, supernatant pa zbrali ter ga sterilno filtrirali skozi 0,22 
µm filter in mu določili titer oz. koncentracijo bakteriofagov (glej 3.3.2.3). Fagnemu lizatu 
smo dodali ustrezno količino glicerola, da je končna koncentracija znašala 10 %, dobro smo 
pomešali ter tako pripravljen bakteriofagni lizat alikotirali v krioviale, ki smo jih potem 
shranili na –80 °C.  
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3.3.2.2 Priprava delovne banke bakteriofaga T4  
 
Delovno banko smo pripravili iz založne banke, ki je bila shranjena na –80 °C. Najprej smo 
šaržno nagojili 100 mL eksponentno rastoče bakterije E.coli K-12 v erlenmajerici do OD = 
0,2 (inkubacija na 37 °C in ob 200 rpm stresanju). Bakterijski kulturi smo dodali 50 µL 
bakteriofaga iz založne banke in erlenmajerico nadalje inkubirali na na 37 °C in ob 200 rpm 
stresanju dokler ni prišlo do lize oz. dokler OD ni padel in se ustalil. Po lizi smo ostanke 
bakterij ločili od bakteriofagov s centrifugiranjem (10.000 g, 10 min). Pelet smo zavrgli, 
supernatant pa zbrali ter ga sterilno filtrirali skozi 0,22 µm filter in mu določili titer oz. 
koncentracijo bakteriofagov (glej 3.3.2.3). Fagni lizat smo nato shranili v hladilnik na 
temperaturi 4 °C. 
 
3.3.2.3 Določanje koncentracije bakteriofagov z metodo štetja plakov 
 
Koncentracijo bakteriofagov v vzorcu (PFU mL-1) smo določali z metodo štetja plakov z 
uporabo dvojnega agarja (ang. double agar overlay plaque assay) oz. t.i. metodo prekrivanja 
s tekočim agarjem (ang. soft agar overlay) (Kropinski in sod., 2009). V našem primeru smo 
uporabljali petrijevke s trdnim LB gojiščem (premer 90 mm), na katere smo vlili 5 mL 
poltrdnega LB gojišča, ki je vsebovalo 100 µL prekonočne kulture E.coli K-12. Počakali 
smo, da se je poltrdno LB gojišče strdilo. Medtem smo pripravili redčitveno vrsto vzorca 
bakteriofagov s korakom 10-kratne redčitve. Vzorec smo razredčili v SM pufru tako, da smo 
50 µL vzorca dodali v 450 µL SM pufra (10-kratna redčitev), dobro pomešali, zopet odvzeli 
50 µL in jih dodali v 450 µL svežega SM pufra (100-kratna redčitev) in tako nadaljevali, 
dokler nismo dosegli želene razredčitve. Na tako pripravljeno petrijevko z dvojnim agarjem 
smo potem nanesli 3-krat po 10 μl vsake redčitve ter počakali, da so se kapljice posušile (15-
20 min). Petrijevke z dvojim agarjem smo nato obrnili in jih inkubirali 16-18 h v inkubatorju 
pri temperaturi 37 °C. Naslednji dan smo prešteli število posameznih plakov ter izračunali 
koncentracijo bakteriofagov (PFU mL-1) s pomočjo Enačbe (3): 
 
PFU mL−1 = 
št.plakov ∙ redčitev
volumen kapljice
   … (3) 
 
3.3.3 Kontinuirano gojenje bakterij E.coli K-12 pri različnih hitrostih redčenja v 
mešalnem bioreaktorju  
 
Bakterijo smo v mešalnem bioreaktorju kontinuirano gojili v tekočem LB gojišču. Mešalni 
bioreaktor (bioreaktor »C«) je bil sestavljen iz steklene 30 mL viale (delovni volumen je bil 
25 mL), magnetka dimenzij 20 x 6 mm in silikonskega zamaška skozi katerega so bile 
izvrtane dve luknji za dve PEEK® kapilari, ki sta omogočali vtok in iztok vsebine iz 
bioreaktorja (Slika 5B). Ker sta bila vtok in iztok v bioreaktorju enaka zaradi neprodušno 
zaprtega bioreaktorja s silikonskim zamaškom, ter se je ob tem ohranjala višina gladine, 
lahko tak mešalni bioreaktor poimenujemo kot kemostat. Mešanje s hitrostjo 350 rpm je bilo 
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zagotovljeno s pomočjo štiriconskega magnetnega mešala. Komprimiran zrak je bil s 
pretokom 2 L min-1 kontinuirano uvajan skozi 0,22 µm filter v steklenico s svežim tekočim 
LB gojiščem. Sveže tekoče LB gojišče, nasičeno s zrakom, je bilo kontinuirano dovajano v 
mešalni bioreaktor »C« preko silikonske cevke, vtok in iztok pri bioreaktorju pa sta bila 
kontrolirana z eno peristaltično črpalko s koračnim motorjem. Steklenico z LB gojiščem, 
mešalni bioreaktor »C« s sestavnimi deli ter silikonske cevi smo pred vsakim eksperimentom 
sterilizirali v avtoklavu (20 min pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar) ter sestavili pod 
sterilnimi pogoji.  
 
Kontinuirano gojenje E.coli K-12 je potekalo v inkubatorju pri temperaturi 37 °C. Najprej 
smo pripravili 2% vcepek prekonočne kulture v 25 mL tekočega LB gojišča v mešalnem 
bioreaktorju »C« ter proces gojenja bakterije vodili šaržno 1 h brez dovajanja svežega 
tekočega LB gojišča. Po preteku 1 h smo vklopili peristaltično črpalko z želenim pretokom 
in s tem zagnali kontinuirano gojenje E.coli K-12. Vse nadaljne eksperimente (glej 3.3.4 in 
3.3.5) smo izvajali šele po vzpostavitvi ravnotežnega stanja v kemostatu, ki se je v odvisnosti 
od nastavljenega pretoka vzpostavilo po 16-96 h kontinuiranega obratovanja (vsaj 8 
generacij bakterije) (Ziv in sod., 2013). Koncentracijo bakterij v mešalnem bioreaktorju »C« 
smo z namenom določitve potrebnega časa za vzpostavitev ravnotežnega stanja sprotno 
spremljali z uporabo senzorja optične gostote. Koncentracija bakterij je dosegla vrednosti 
okrog 3∙108 CFU mL-1 ne glede na nastavljeno hitrost redčenja. Kontinuirano gojenje E.coli 
K-12 smo izvajali pri pretokih, ki so ustrezali naslednjim hitrostim redčenja v mešalnem 
bioreaktorju »C«: 0,06 h−1, 0,13 h−1, 0,26 h−1, 0,50 h−1, 0,60 h−1, 0,73 h−1, 0,82 h−1 in 0,98 
h−1. 
 
3.3.4 Določanje razmerja RNK/proteini v odvisnosti od hitrosti redčenja v 
mešalnem bioreaktorju  
 
Razmerje med celokupno RNK in celokupnimi proteini smo določili za različne hitrosti 
redčenja (0,06-0,96 h-1) v mešalnem bioreaktorju (glej 3.3.3), v katerem se je kontinuirano 
gojila bakterija E.coli K-12. Odvzeli smo vzorec pri iztoku iz mešalnega bioreaktorja »C« 
in v spodaj opisanem postopku najprej izvedli celično lizo ter ločbo celičnih komponent s 
pomočjo organskih topil in centrifugiranja. Nato smo izolirali celokupno bakterijsko RNK 
in celokupne bakterijske proteine iz istega vzorca s pomočjo reagenta TRIzolTM, določili 
njihovi koncentraciji ter izračunali razmerje RNK/proteini za posamezno hitrost redčenja v 
mešalnem bioreaktorju.  
 
3.3.4.1 Liza bakterijskih celic ter ločevanje celičnih komponent 
 
Vzorec smo najprej redčili 10-krat z ultra čisto vodo brez prisotnih DNaz in RNaz. Nato smo 
250 µL redčenega vzorca centrifugirali (10.000 g, 10 min) ter zavrgli supernatant. K peletu 
smo dodali 750 μl reagenta TRIzolTM, mešanico homogenizirali ter jo inkubirali 5 min na 
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sobni temperaturi. Nato smo dodali 150 μl kloroforma in ponovno inkubirali vzorec 3 min 
na sobni temperaturi. Potem smo vsebino centrifugirali (12.000 g, 15 min) na temperaturi 4 
°C. Mešanica se je po centrifugiranju ločila na spodnjo fenol-kloroformno fazo (rdeča 
barva), srednjo fazo ter zgornjo vodno fazo. V spodnji fazi se je nahajala DNK in proteini, 
v zgornji fazi pa RNK. 
 
3.3.4.2 Izolacija in analiza celokupne RNK 
 
Odvzeli smo zgornjo vodno fazo, jo prenesli v novo mikrocentrifugirko, v katero smo dodali 
375 μl izopropanola ter mešanico inkubirali 10 min na sobni temperaturi. Po inkubaciji smo 
vzorec centrifugirali (12.000 g, 10 min) pri temperaturi 4 °C, zavrgli supernatant ter pelet 
resuspendirali v 750 μl 75 % etanonola ob mešanju na vrtinčnem mešalu. Nato smo ponovno 
centrifugirali (7.500 g, 5 min) na temperaturi 4 °C, supernatant zavrgli in pelet osušili 5-10 
min na zraku. Pelet smo ponovno resuspendirali v 50 μl ultra čiste vode brez prisotnih DNaz 
in RNaz z 0,5 % SDS. Vzorec smo potem inkubirali 12 min v vodni kopeli pri temperaturi 
55 °C ter ga analizirali z uporabo spektrofotometra Nanodrop. 
 
3.3.4.3 Izolacija in analiza celokupnih proteinov 
 
V mikrocentrifugirko, v kateri je ostala srednja ter zgornja faza, smo dodali 225 μl 96 % 
etanola ter narahlo pomešali. Vzorec smo najprej inkubirali 3 min pri sobni temperaturi in 
potem centrifugirali (2.000 g, 5 min) na temperaturi 4 °C ter supernantant prenesli v novo 
mikrocentrifugirko. Supernatantu smo dodali 1,125 mL izopropanola ter inkubirali 10 min 
na sobni temperaturi. Ponovno smo centrifugirali (12.000 g, 10 min) na temperaturi 4 °C, 
supernatant zavrgli ter pelet resuspendirali v 1,5 mL 0,3 M gvanidin hidroklorida v 96% 
etanolu. Vzorec smo nato inkubirali 20 min na sobni temperature, ponovno centrifugirali 
(7.500 g, 5 min) na temperaturi 4 °C ter zavrgli supernantant. Postopek resuspendiranja smo 
dvakrat ponovili, nato pa peletu dodali 2 mL 96 % etanola ter vzorec pomešali na vrtinčnem 
mešalu. Potem je sledila 20 min inkubacija na sobni temperaturi. Po inkubaciji smo vzorec 
centrifugirali (7.500 g, 5 min) na temperaturi 4 °C, supernatant zavrgli ter pelet 5-10 min 
osušili na zraku. Nato smo pelet resuspendirali v 0,2 ml 1 % SDS v 20 mM Tris pufru s pH 
7,5 ter mešanico za 5 min inkubirali na 55 °C. Po inkubaciji smo vzorec centrifugirali 
(10.000 g, 10 min) na temperaturi 4 °C, supernatant prenesli v novo mikrocentrifugirko ter 
celokupne protein analizirali z uporabo spektrofotometra Nanodrop. 
 
3.3.5 Vpliv spreminjanja hitrosti redčenja v mešalnem bioreaktorju na dovzetnost 
za bakteriofagno okužbo 
 
V našem primeru smo v okviru dovzetnosti za bakteriofagno okužbo raziskovali vpliv 
spreminjanja hitrosti redčenja v mešalnem bioreaktorju na bakteriofagne rastne parametre – 
konstanto adsorpcije (δ), latentno periodo (L) ter brstno število (b). Vzorce, na katerih smo 
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določili omenjene parametre, smo pridobili na iztoku iz mešalnega bioreaktorja pri 
kontinuiranem gojenju bakterij E.coli K-12 pri različnih hitrostih redčenja (glej 3.3.3). 
Latentno periodo in brstno število smo določili v istem eksperimentu, medtem ko smo 
konstanto adsorpcije določali v ločenem eksperimentu. Populacijsko hitrost rasti 
bakteriofaga (λ) smo izračunali na podlagi eksperimentalnih rezultatov bakteriofagnih 
rastnih parametrov. 
 
3.3.5.1 Določanje konstante adsorpcije pri različnih hitrostih redčenja v mešalnem 
bioreaktorju 
 
Eksperiment za določanje konstante adsorpcije je bil izveden z manjšo manjšo modifikacijo 
standardnega protokola (Hyman in Abedon, 2009). V eksperimentu smo spremljali 
zmanjševanje števila prostih (nevezanih) bakteriofagov v odvisnosti od pretečenega časa od 
trenutka infekcije oz. združitve bakteriofaga z bakterijo. Na začetku eksperimenta smo 1 mL 
bakterijske kulture E.coli K-12 odvzeli na iztoku iz mešalnega bioreaktorja ter jo prenesli v 
mikrocentrifugirko, kjer smo ji dodali ustrezno količino bakteriofaga T4, da smo dosegli 
MOI 0,1. V trenutku združitve bakterije in bakteriofaga smo začeli meriti čas, vsebino 
mikrocentrifuirke smo za 5-10 sekund pomešali na vrtinčnem mešalu, jo prenesli v inkubator 
ter jo inkubirali na temperaturi 37 °C brez stresanja. Izbrali smo nizko vrednost MOI, pri 
kateri je glede na Poissonovo porazdelitev verjetno infekcije iste bakterije z 2 ali več 
bakteriofagi zelo nizka (Ellis in Delbrück, 1939), ker smo želeli, da vsak bakteriofag inficira 
le eno bakterijo. Vzorčili smo po 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15 in 20 min inkubacije. Pri vsakem 
vzorčenju smo iz mikrocentrifugirke odvzeli po 50 µL, ki smo jih prenesli v novo 
mikrocentrifugirko, kjer je bilo 950 µL SM pufra in 5 kapljic kloroforma. Po nežnem 
mešanju na vrtinčnem mešalu smo vzorec inkubirali za 10 min na ledu, preden smo določili 
koncentracijo bakteriofagov z metodo štetja plakov (glej 3.3.2.3). Kloroform, led ter 20-
kratno razredčitev odvzetega vzorca smo pri eksperimentu uporabili z namenom ubijanja 
bakterijskih celic, med drugim tudi inficiranih bakterij (Brown, 1956) in upočasnjevanja 
vezave bakteriofaga T4 ter nadaljnje neželene adsorpcije (Kropinski, 2009). Na ta način smo 
v odvzetih vzorcih določili le proste (nevezane) bakteriofage. Začetno koncentracijo 
bakteriofagov (PFU mL-1) v trenutku infekcije smo določili iz vzorca, v katerega smo dodali 
isto količino bakteriofagov v isti volume tekočega LB gojišča, vendar v tem primeru brez 
prisotnosti bakterij. Začetno koncentracijo bakterij (CFU mL-1) pa smo določili na iztoku iz 
mešalnega bioreaktorja s pomočjo metoda štetja kolonij (glej 3.3.1.4).  
 
Dobljene vrednosti koncentracij bakteriofagov za vse časovne točke pri posameznem 
eksperimentu smo logaritmirali z naravnim logaritmom in grafično prikazali vrednosti 
naravnega logaritma v odvisnosti od časa. Skozi padajoče vrednosti naravnega logaritma 
smo izrisali umeritveno premico. Konstanto adsorbcije smo določili s pomočjo Enačbe (4), 
ki predstavlja poenostavljeno obliko Enačbe (1), kjer kδ predstavlja naklon umeritvene 
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premice, C0 pa predstavlja začetno koncentracijo bakterij pred infekcijo z bakteriofagom 
(Hyman in Abedon, 2009): 
δ = − 
kδ
C0
      … (4) 
 
Za vsako izbrano hitrost redčenja smo nato določili povprečno vrednost konstante adsorpcije 
na podlagi eksperimentalnih podatkov pridobljenih iz treh eksperimentov v mešalnem 
bioreaktorju ter izrisali graf odvisnosti konstante adsorpcije od hitrosti redčenja v mešalnem 
bioreaktorju. Primer določitve konstante adsorpcije je predstavljen v Prilogi C. 
 
3.3.5.2 Določanje latentne periode in brstnega števila pri različnih hitrostih redčenja v 
mešalnem bioreaktorju 
 
Latentno periodo in brstno število smo določili s pomočjo eksperimenta enostopenjske rasti 
bakteriofaga (Hyman in Abedon, 2009; Golec in sod., 2014). Za vsako hitrost redčenja smo 
izvedli po tri eksperimente kontinuiranega gojenja bakterije E.coli K-12 v mešalnem 
bioreaktorju. Na začetku eksperimenta smo postopali tako kot v primeru določanja konstante 
adsorpcije (glej 3.3.5.1). 1 mL bakterijske kulture E.coli K-12 smo odvzeli na iztoku iz 
mešalnega bioreaktorja ter jo prenesli v mikrocentrifugirko, kjer smo ji dodali ustrezno 
količino bakteriofaga T4, da smo dosegli MOI 0,1. V trenutku združitve bakterije in 
bakteriofaga smo začeli meriti čas, vsebino mikrocentrifuirke smo za 5-10 sekund pomešali 
na vrtinčnem mešalu, jo prenesli v inkubator ter jo inkubirali na temperaturi 37 °C brez 
stresanja. Po 5 min inkubacije smo proste (nevezane) bakteriofage odstranili s pomočjo 
centrifugiranja (8.000 g, 1 min), supernatant smo zavrgli, inficirane bakterijske celice pa 
smo resuspendirali v 1 mL svežega tekočega LB gojišča (37 °C). 125 µL inficiranih celic 
smo takoj prenesli nazaj v bioreaktor »C«, pri čemer je prišlo do 200-kratna razredčitve. 
Preostanek inficiranih celic v mikrocentrifugirki smo uporabili za določitev števila 
inficiranih celic. Pripravili smo enako razredčitev inficiranih celic kot v primeru prenosa v 
bioreaktor »C« (200-kratna razredčitev) v svežem tekočem LB gojišču (37 °C) ter vzorčili 
po 100 µL za določitev koncentracije bakteriofagov. Vsak odvzet vzorec (100 µL) je bil 
razdeljen na dva dela. Prvih 50 µL vzorca smo dodali v mikrocentrifugirko, ki je vsebovala 
950 µL SM pufra in 5 kapljic kloroforma. Kloroform je povzročil smrt vseh bakterijskih 
celic – inficiranih in neinficiranih in s tem preprečil nadaljnje pomnoževanje bakteriofagov. 
Mikrocentrifugirko smo za 5-10 sekund pomešali na vrtinčnem mešalu in jo potem inkubirali 
za 10 min na ledu, predno smo določili koncentracijo bakteriofagov z metodo štetja plakov 
(glej 3.3.2.3). Drugih 50 µL vzorca smo dodali v mikrocentrifugirko, ki je vsebovala le 950 
µL SM pufra. Takoj po kratkem pomešanju na vrtinčnem mešalu, smo izvedli določitev 
koncentracije bakteriofagov z metodo štetja plakov (glej 3.3.2.3). Začetne koncentracije 
bakterij in bakteriofagov smo določili na enak način kot pri določanju konstante adsorpcije 
(glej 3.3.5.1). Koncentracija preostanka neadsorbiranih bakteriofagov po centrifugiranju je 
bila določena iz vzorcev s kloroformom. Koncentracija začetnih inficiranih celic (I0) je bila 
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določena kot razlika med koncentracijo bakteriofagov pridobljeno iz vzorcev brez 
kloroforma in koncentracijo neadsorbiranih bakteriofagov po centrifugiranju (vzorci s 
kloroformom). Vzporedno pa je potekalo na iztoku iz mešalnega bioreaktorja vsakih 5-10 
min od začetka infekcije z bakteriofagi vzorčenje po 50 µL. S temi vzorci smo ravnali na 
enak način, kot je zgoraj opisano za vzorce brez kloroforma. Časovni interval vzorčenja je 
bil odvisen od hitrosti redčenja v mešalnem bioreaktorju, maksimalen čas zbiranja vzorcev 
pa je znašal 180 min.  
 
Latentno periodo smo določili iz vzorcev brez kloroforma kot čas od infekcije do prvega 
dviga koncentracije bakteriofagov. Brstno število pa je definirano kot število sproščenih 
bakteriofagov iz ene inficirane bakterijske celice. Za določitev brstnega števila je torej 
potreben podatek o številu na novo formiranih bakteriofagov med prvim dvigom 
koncentracije bakteriofagov in pa podatek o številu inficiranih bakterijskih celic. Število na 
novo formiranih bakteriofagov je bilo izračunano kot razlika v koncentraciji bakteriofagov 
med koncem in začetkom prvega dviga koncentracije bakteriofagov. Ker je število 
inficiranih bakterijskih celic v bioreaktorju v trenutku prvega dviga koncentracije 
bakteriofagov drugačno od začetnega števila inficiranih celic (I0) zaradi kontinuiranega 
spiranja inficiranih celic iz bioreaktorja, je potrebno omenjen efekt upoštevati pri izračunih. 
Ob predpostavki, da se inficirane bakterijske celice ne množijo ali lizirajo predno se doseže 
prvi dvig koncentracije bakteriofagov, lahko zapišemo masno bilanco inficiranih celic v 




= −D ∙ I     … (5) 
I = I0 ∙ e
−D∙t     … (6) 
Brstno število je bilo izračunano s pomočjo Enačbe (7) kot kvocient med številom na novo 
formiranih bakteriofagov (razlika v številu bakteriofagov med koncem (P1) in začetkom 
prvega dviga koncentracije (P0)) ter med številom inficiranih bakterijskih celic v trenutku 
latentne periode (I) na način, kot je opisano v literaturi (Hadas in sod., 1997): 
 
b =  
P1 − P0
I
     … (7) 
Zmanjševanje sproščenih bakteriofagov zaradi spiranja smo zanemarili zaradi kratkega časa 
med začetkom in koncem prvega dviga koncentracije bakteriofagov. Glede na izračune s 
pomočjo Enačbe (6), se je v naših eksperimentalnih pogojih število začetnih inficiranih celic 
v odvisnosti od hitrosti redčenja zmanjšalo za 7 do 29 % (glej Prilogo Č), zaradi česar se 
omenjen efekt spiranja inficiranih bakterijskih celic ne sme zanemariti pri izračunih. Primer 
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3.3.5.3 Določanje populacijske hitrosti rasti bakteriofaga pri različnih hitrostih redčenja v 
mešalnem bioreaktorju 
 
Populacijsko hitrost rasti bakteriofaga (λ) smo najprej izračunali po enačbi, ki je definirana 
v rezultatih (glej 4.3.4). Enačba vsebuje bakteriofagne rastne parametre, zaradi svoje 
strukture pa ne more biti eksplicitno rešena, zato smo jo za vsako hitrost redčenja v 
mešalnem bioreaktorju reševali numerično ter s pomočjo vstavljanja eksperimentalno 
določenih vrednosti konstante adsorpcije, latentne periode in brstnega števila. Z uporabo 
bisekcije smo iskali ničlo zvezne funkcije za posamezno hitrost redčenja in tako skušali 
dobiti čimboljši približek vrednosti populacijske hitrosti rasti bakteriofaga. Podobno smo 
populacijsko hitrost rasti bakteriofaga določali tudi v enačbi, v katero smo predhodno 
namesto bakterifagnih rastnih parametrov vstavili enačbe, ki so opisovale posamezne 
bakteriofagne rastne parametre kot funkcije hitrosti redčenja v mešalnem bioreaktorju (glej 
4.3.4). Tudi v tem primeru smo tako enačbo reševali numerično z uporabo bisekcije. 
 
3.3.6 Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih mešalnih 
bioreaktorjev 
 
3.3.6.1 Opis ter delovanje sistema dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev 
 
Za vzpostavitev kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih 
mešalnih bioreaktorjev smo najprej izdelali krmilnik peristaltičnih črpalk s koračnim 
motorjem ter senzor optične gostote (glej 3.2.4.1). Podobno kot v primeru kontinuiranega 
gojenja E.coli K-12 v enem mešalnem bioreaktorju (glej 3.3.3), sta bila mešalna bioreaktorja 
sestavljena iz steklenih vial (prvi iz 30 mL viale, drugi pa iz 10, 15 ali 30 mL viale, odvisno 
od željenega volumna), dveh magnetkov ter dveh silikonskih zamaškov, tako kot je 
prikazano na Sliki 5B. Bioreaktorja smo poimenovali kot bioreaktor »C« (prvi bioreaktor) 
in »P« (drugi bioreaktor), tako kot prikazuje Slika 6. Bioreaktorja »C« in »P« sta bila med 
seboj nepredušno povezana s PEEK® kapilarami in Masterflex cevkami, kar je omogočalo 
kontrolo vtoka in iztoka tekočine skozi celoten sistem z le eno peristaltično črpalko s 
koračnim motorjem. V bioreaktor »C« smo kontinuirano dovajali sveže tekoče LB gojišče, 
ki je omogočalo gojenje bakterije E.coli K-12, ki se je preko povezave stekala v bioreaktor 
»P«, v katerem pa je potekala infekcija bakterije z bakteriofagom T4 in pomnoževanje 
bakteriofaga. V bioreaktorju »C« je torej potekalo gojenje bakterije brez prisotnosti 
bakteriofagov. Glede vseh ostalih pogojev (mešanje, uvajanje komprimiranega zraka, itd) 
smo postopali tako kot je opisano pri kontinuiranem gojenju E.coli K-12 v enem mešalnem 
bioreaktorju, le da smo v tem primeru imeli dva zaporedno povezana mešalna bioreaktorja 
(glej 3.3.3). Steklenico z LB gojiščem, mešalna bioreaktorja s sestavnimi deli ter silikonske 
cevi smo pred vsakim eksperimentom sterilizirali v avtoklavu (20 min pri temperaturi 121 
°C in tlaku 1,2 bar) ter sestavili pod sterilnimi pogoji. 
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Slika 6: Shema sistema dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev. Bioreaktorja »C« in »P« sta zaporedno 
povezana, VC in VP predstavljajo volumen v bioreaktorju »C« in »P«, F pa predstavlja pretok, ki je enak skozi 
oba bioreaktorja. Črne puščice označujejo smer pretoka tekočine 
Figure 6: Scheme of system of two stirred bioreactor connected in series. Bioreactors “C” and “P” are 
connected in series, VC and VP represent volumes of bioreactors, F represents flow rate being the same through 
both bioreactors. Black arrows are indicating the direction of the flow rate  
 
Slika 7 prikazuje kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih 
mešalnih bioreaktorjev ter vse sestavne dele. Kontinuirano gojenje bakteriofaga T4 je 
potekalo v inkubatorju pri temperaturi 37 °C. Najprej smo pripravili 2% vcepek prekonočne 
kulture v 25 mL tekočega LB gojišča v bioreaktorju »C« ter proces gojenja bakterije vodili 
šaržno 1 h brez dovajanja svežega tekočega LB gojišča. Po preteku 1 h smo dodali bioreaktor 
»P«, ki je imel ustrezen delovni volumen in začetno koncentracijo bakteriofagov okrog 5∙106 
PFU mL-1 v vseh primerih, ter vklopili peristaltično črpalko z želenim pretokom in s tem 
zagnali kontinuirano gojenje bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih mešalnih 
bioreaktorjev. Vse nadaljne eksperimente (glej 3.3.6.2 in 3.3.6.3) smo izvajali šele po 
vzpostavitvi ravnotežnega stanja v sistemu dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev, ki se je 
v odvisnosti od nastavljenega pretoka vzpostavilo po 16-24 h kontinuiranega obratovanja 
(vsaj 8 generacij bakterije) (Ziv in sod., 2013). Koncentracijo bakterij v bioreaktorju »C« 
smo z namenom določitve potrebnega časa za vzpostavitev ravnotežnega stanja sprotno 
spremljali z uporabo senzorja optične gostote. Glede na rezultate senzorja optične gostote, 
se je pri kontinuirani proizvodnji bakteriofagov koncentracija bakterij v bioreaktorju »C« ne 
glede na pretok, ustalila pri podobnih vrednostih (3∙108 CFU mL-1) kot v primeru 
kontinuiranega gojenja E.coli K-12 v le enem mešalnem bioreaktorju (glej 3.3.3). 
Predpostavili smo, da se je v času vzpostavitve ravnotežnega stanja za koncentracijo bakterij, 
zagotovo vzpostavilo tudi ravnotežno stanje za koncentracijo bakteriofagov, saj je 
populacijska hitrost rasti bakteriofagov približno 8-krat višja kot specifična hitrost rasti 
bakterije (Nabergoj in sod., 2018a). 
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Slika 7: Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjih. Celoten 
sistem je postavljen v inkubatorju na 37 ˚C. S številkami v okvirčkih so na sliki označene posamezne 
komponente kontinuirane proizvodnje bakteriofagov. 1 – uvajanje komprimiranega zraka s pretokom 2 L min-
1, 2 – posoda z vodo za navlaženje komprimiranega zraka, 3 – filter z velikostjo por 0.22 µm za sterilno filtracijo 
zraka, 4 – posoda s svežim LB gojiščem nasičenim z zrakom, 5 – peristaltične črpalke s koračnim motorjem, 
ki omogočajo izvedbo treh sočasnih bioprocesov, 6 – magnetno mešalo s štirimi pozicijami, 7 – sistem z dvema 
mešalnima bioreaktorjema, 8 – senzor optične gostote, 9 – iztok iz sistema dveh zaporednih mešalnih 
bioreaktorjev 
Figure 7: Continuous production of bacteriophages in a system of two consecutive stirred bioreactors. The 
whole system is placed in incubator at 37 ˚C. The numbers in the boxes represent components of continuous 
production of bacteriophages: 1 – introduction of compressed air with a flow rate of 2 L min-1, 2 – water 
container for moistening the air, 3 – 0,22 μm filter for sterile filtration of air, 4 – container with fresh LB 
medium saturated with air, 5 – peristaltic pumps with stepper motor, which enable three simultaneous 
continuous bioprocesses, 6 – magnetic stirrer with four positions, 7 – system of two stirred bioreactors, 8 – 
optical density sensor, 9 – outflow from system of two bioreactors 
 
3.3.6.2 Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov pri variabilnem in pri konstantnem 
fiziološkem stanju bakterij 
 
Z namenom določanja produktivnosti kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v sistemu 
dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev smo izvedli dva niza eksperimentov, ki pa sta se 
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Slika 8: Diagram obeh nizov eksperimentov v sistemu dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev. Konstantni in 
spremenljivi pogoji za (A) prvi niz eksperimentov in (B) drugi niz eksperimentov. VC in VP predstavljajo 
volumen v bioreaktorju »C« in »P«, F pa predstavlja pretok 
Figure 8: Diagram of two types of experiments in system of two consecutive stirred bioreactors. Constant and 
variable conditions for (A) first type of experiments and (B) second type of experiments. VC and VP represent 
volumes of bioreactors “C” and “P”, respectively and F represents flow rate 
 
V prvem nizu eksperimentov (variabilno fiziološko stanje bakterij) sta imela bioreaktorja 
»C« in »P« konstantna delovna volumna (VC = 25 mL, VP = 5 mL), medtem ko smo 
spreminjali pretok (F), ki je znašal med 0,10 in 0,40 mL min-1. Ko smo nastavili pretok na 
0,10 mL min-1, 0,15 mL min-1, 0,20 mL min-1, 0,25 mL min-1, 0,30 mL min-1, 0,35 mL min-
1, in 0,40 mL min-1, je bila hitrost redčenja v bioreaktorju »C« (DC) enaka 0,24 h
−1, 0,36 h−1, 
0,48 h−1, 0,60 h−1, 0,72 h−1, 0,84 h−1, ter 0,96 h−1, medtem ko je bila hitrost redčenja v 
bioreaktorju »P« (DP) 5-krat višja ter je znašala 1,2 h
−1, 1,8 h−1, 2,4 h−1, 3,0 h−1, 3,6 h−1, 4,2 
h−1, in 4,8 h−1. V prvem nizu eksperimentov smo torej spreminjali pretok skozi sistem dveh 
zaporednih mešalnih bioreaktorjev, medtem ko sta bila delovna volumna v obeh 
bioreaktorjih konstantna. Na ta način, je spreminjanje hitrosti redčenja v bioreaktorju »C« 
vplivalo na fiziološko stanje bakterije in posledično tudi na bakeriofagne rastne parametre. 
Za vsak eksperimentalni pogoj smo izvedli po tri neodvisne eksperimente v takem sistemu 
z istimi nastavitvami. 
 
V drugem nizu eksperimentov (konstantno fiziološko stanje bakterij) pa smo imeli pri vseh 
eksperimentih nastavljen konstantni pretok 0,35 mL min-1 ter enak delovni volumen 
bioreaktorja »C« (VC = 25 mL), medtem ko smo delovni volumen v bioreaktorju »P« 
spreminjali (VP = 5 mL, 6 mL, 7 mL, 8 mL, 10 mL, 15 mL ali 25 mL). Hitrost redčenja v 
bioreaktorju »C« (DC) je torej bila konstantna, znašala je 0,84 h
-1, medtem ko je bila hitrost 
redčenja v bioreaktorju »P« (DP) 4,20 h
-1, 3,50 h-1, 3,00 h-1, 2,63 h-1, 2,10 h-1, 1,40 h-1, in 
0,84 h-1, ko je bil delovni volumen bioreaktorja »P« enak 5 mL, 6 mL, 7 mL, 8 mL, 10 mL, 
15 mL, in 25 mL. Na ta način smo dosegli konstantno fiziološko stanje bakterij, posledično 
smo zagotovili tudi konstantne bakteriofagne rastne parametre, medtem ko smo lahko preko 
spreminjanja delovnega volumna v bioreaktorju »P«, vplivali na hitrost redčenja v 
bioreaktorju »P«. Za vsak eksperimentalni pogoj smo izvedli po tri neodvisne eksperimente 
v takem sistemu z istimi nastavitvami. 
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3.3.6.3 Vzorčenje ter določanje produktivnosti kontinuirane proizvodnje 
 
Pri obeh nizih eksperimentov smo za namene izračuna produktivnosti preko določanja 
koncentracije bakteriofagov po vzpostavitvi ravnotežnega stanja vzorčili na iztoku iz 
bioreaktroja »P«. Vzorce smo zbirali 6-8 h, pri čemer smo odvzeli 1 vzorec na uro. Vsakič 
smo v mikrocentrifugirko, v kateri je bilo 450 µL SM pufra in 5 kapljic kloroforma, prenesli 
50 µL vzorca. Po nežnem mešanju na vrtinčnem mešalu smo vzorec inkubirali za 10 min na 
ledu, preden smo določili koncentracijo bakteriofagov z metodo štetja plakov (glej 3.3.2.3). 
Iz vsaj šestih koncentracij bakteriofagov smo izračunali povprečje, katerega smo uporabili 
pri izračunu produktivnosti kontinuirane proizvodnje bakteriofagov. 
 
3.3.7 Vpliv posameznih spremenljivk na produktivnost kontinuirane proizvodnje 
bakteriofagov ter koncentracijo bakteriofagov v dveh zaporednih mešalnih 
bioreaktorjih 
 
S pomočjo modela smo teoretično preučili vpliv posameznih spremenljivk (koeficientov 
enačb in bakteriofagnih rastnih parametrov) na produktivnost kontinuirane proizvodnje 
bakteriofagov ter na koncentracijo bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih mešalnih 
bioreaktorjih za variabilno in konstatno fiziološko stanje bakterij. Izvedli smo simulacijo, 
pri kateri smo v ustreznih enačbah za opis produktivnosti obeh fizioloških stanj spreminjali 
posamezne koeficiente enačb ali bakteriofagne rastne parametre ter preučevali vpliv 
posameznih spremenljivk na produktivnost. Podobno smo tudi preučili vpliv posameznih 
spremenljivk na koncentracijo bakteriofagov. Simulacijo smo izvedli s pomočjo programa 
Microsoft Excel 2013 te uporabe ustreznih enačb, opisanih pri rezultatih. V simulaciji smo 
spreminjali po le eno spremenljivko naenkrat, vse ostale spremenljivke so ostale enake 
(vrednosti so bile iste, kot smo jih določili pri prileganju eksperimentalnih podatkov). Vsako 
posamezno spremenljivko smo v simulacijo uporabili kot n-kratnik vrednosti določene pri 
prileganju eksperimentalnih podatkov, pri čemer je n predstavljal število 0,5, 1, 2, 3, ali 4. 
Ker smo torej vsako izmed spremenljivk v simulaciji spremenili na enak način (vsaka 
spremenljivka je bila zmanjšana ali povečana za enak količnik), smo lahko določili katera 
izmed spremenljivk je imela največji vpliv na produktivnost ali koncentracijo bakteriofagov. 
Izrisali smo grafe produktivnosti in koncentracije bakteriofagov v odvisnosti od hitrosti 
redčenja v bioreaktorju »P«. Dodatno smo preučili tudi vpliv relativne vrednosti posamezne 
spremenljivke na maksimalno produktivnost ter optimalno hitrost redčenja (Dopt) ter izrisali 
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3.3.8 Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov v sistemu mešalnega in cevnega 
bioreaktorja 
 
3.3.8.1 Opis ter delovanje sistema mešalnega in cevnega bioreaktorja 
 
Tudi v primeru kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v sistemu mešalnega in cevnega 
bioreaktorja smo potrebovali predhodno izdelan krmilnik peristaltičnih črpalk s koračnim 
motorjem ter senzor optične gostote (glej 3.2.4.1). Mešalni bioreaktor »C« je bil sestavljen 
tako kot v primeru kontinuirane proizvodnje bakteriofagov iz steklene viale z delovnim 
volumnom 25 mL (glej 3.3.3). Iztok iz mešalnega bioreaktorja je bil s pomočjo Masterflex 
cevke povezan v T-člen, v katerega smo iz druge strani kontinuirano dovajali bakteriofag. 
Bakterija in bakteriofag sta se v T-členu združila in nadaljevala pot v cevnem bioreaktorju, 
tako kot je prikazano na Sliki 9. Pri taki postavitvi sistema smo potrebovali dve peristaltični 
črpalki. Črpalko 1 smo uporabljali za dovajanje svežega gojišča s pretokom F1 v mešalni 
bioreaktor (bioreaktor »C«) ter dovajanje bakterije s pretokom F1 preko T-člena v cevni 
bioreaktor. Črpalko 2 pa smo uporabljali za dovajanje bakteriofaga s pretokom F2 iz posode 
preko T-člena v cevni bioreaktor. Ker sta obe črpalki obratovali z istim pretokom, torej F1 = 
F2 = F, je bil skupen pretok v cevnem bioreaktorju enak 2∙F. Glede vseh ostalih pogojev v 
mešalnem bioreaktorju (mešanje, uvajanje komprimiranega zraka, itd) smo postopali tako 
kot je opisano pri kontinuiranem gojenju E.coli K-12 v enem mešalnem bioreaktorju (glej 
3.3.3). Cevni bioreaktor je bil narejen iz silikonske cevi (premer 3 mm, debelina stene 1 mm) 
poljubne dolžine. Dolžina cevnega bioreaktorja je bila odvisna od željenega pretoka ter 
teoretičnega zadrževalnega časa v cevnem bioreaktorju. Vzorčna mesta za posamezne 
teoretične zadrževalne čase so bila narejena tako, kot je opisano v nadaljevanju (glej 3.3.8.2). 
Vse potrebne dele za delovanje takega sistema smo sterilizirali v avtoklavu (20 min pri 
temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar) ter jih sestavili pod sterilnimi pogoji. V primeru priprave 
bakteriofaga smo posodo s SM pufrom najprej sterilizirali v avtoklavu ter potem ohladili na 
sobno temperaturo. Pod sterilnimi pogoji smo nato v posodo s SM pufrom dodali ustrezno 
količino bakteriofaga iz delovne banke ter nežno premešali. 
 
Slika 10 prikazuje kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov v sistemu mešalnega in cevnega 
bioreaktorja. Kontinuirano gojenje bakteriofaga T4 je potekalo v inkubatorju pri temperaturi 
37 °C. Najprej smo pripravili 2% vcepek prekonočne kulture v 25 mL tekočega LB gojišča 
v bioreaktorju »C« ter proces gojenja bakterije vodili šaržno 1 h brez dovajanja svežega 
tekočega LB gojišča. Po preteku 1 h smo vklopili črpalko 1 in 2 (obe z enakim pretokom), 
kar je omogočilo kontinuirano proizvodnjo bakteriofaga v cevnem bioreaktorju. Začetna 
koncentracija bakteriofagov v posodi s SM pufrom je pri vseh eksperimentih znašala okrog 
1∙106 PFU mL-1. Vse nadaljne eksperimente (glej 3.3.8.2, 3.3.8.3, 3.3.8.4, 3.3.8.5) smo 
izvajali šele po vzpostavitvi ravnotežnega stanja, ki se je v odvisnosti od nastavljenega 
pretoka vzpostavilo po 16-24 h kontinuiranega obratovanja (Ziv in sod., 2013). 
Koncentracijo bakterij v bioreaktorju »C« smo z namenom določitve potrebnega časa za 
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vzpostavitev ravnotežnega stanja sprotno spremljali z uporabo senzorja optične gostote. 
Glede na rezultate senzorja optične gostote, se je pri kontinuirani proizvodnji bakteriofagov 
koncentracija bakterij v bioreaktorju »C« ne glede na pretok, ustalila pri podobnih vrednostih 
(3∙108 CFU mL-1) kot v primeru kontinuiranega gojenja E.coli K-12 v le enem mešalnem 
bioreaktorju (glej 3.3.3). Predpostavili smo, da se je v času vzpostavitve ravnotežnega stanja 




Slika 9: Shema sistema mešalnega in cevnega bioreaktorja. Bakterija se goji v mešalnem bioreaktorju 
(bioreaktor »C«), ki se s pretokom F1 kontinuirano dovaja preko T-člena v cevni bioreaktor. Bakteriofag se s 
pretokom F2 tudi dovaja preko T-člena v cevni bioreaktor. V T-členu se bakterija in bakteriofag združita in s 
pretokom F1 + F2 potujeta v cevnem bioreaktorju. Ker sta bila pretok enaka (F1 = F2 = F), sta bakterija in 
bakteriofag v cevnem bioreaktorju potovala s pretokom 2∙F. Črne puščice označujejo smer pretoka tekočine 
Figure 9: Scheme of system of stirred and tubular bioreactor. Bacteria is growing in stirred bioreactor 
(bioreactor »C«) and is supplied with flow rate F1 through T-connector to tubular bioreactor. Bacteriophage is 
supplied with flow rate F2 through T-connector to tubular bioreactor. Bacteria and bacteriophage meet in T-
connector and travel with flow rate F1 + F2 in tubular bioreactor. Since flow rates are the same (F1 = F2 = F), 
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Slika 10: Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov v sistemu mešalnega in cevnega bioreaktorja. Celoten sistem 
je postavljen v inkubatorju. S številkami v okvirčkih so na sliki označene posamezne komponente kontinuirane 
proizvodnje bakteriofagov v sistemu dveh mešalnih bioreaktorjev. 1 – uvajanje komprimiranega zraka s 
pretokom 2 L min-1, 2 – posoda z vodo za navlaženje komprimiranega zraka, 3 – filter z velikostjo por 0.22 
µm za sterilno filtracijo zraka, 4 – posoda s svežim LB gojiščem nasičenim z zrakom, 5 – posoda s 
bakteriofagom v SM pufru, 6 – peristaltična črpalka za prečrpavanje LB gojišča v mešalni bioreaktor »C« in 
bakterije iz mešalnega bioreaktorja v cevni bioreaktor, 7 – peristaltična črpalka za prečrpavanje bakteriofaga v 
cevni bioreaktor, 8 – sistem z enim mešalnim bioreaktorjem, 9 – senzor optične gostote, 10 – T-člen, kjer se 
združita bakterija in bakteriofag, 11 – cevni bioreaktor z vzorčnimi mesti, 12 – magnetno mešalo s štirimi 
pozicijami, 13 – iztok iz cevnega bioreaktorja 
Figure 10: Continuous production of bacteriophages in a system of stirred and tubular bioreactor. The whole 
system is placed in incubator at 37 ˚C. The numbers in the boxes represent components of continuous 
production of bacteriophages: 1 – introduction of compressed air with a flow rate of 2 L min-1, 2 – water 
container for moistening the air, 3 – 0,22 μm filter for sterile filtration of air, 4 – container with fresh LB 
medium saturated with air, 5 – container with bacteriophages and SM buffer, 6 – peristaltic pumps with stepper 
motor, which transfers fresh LB medium in stirred bioreactor »C« and bacteria from stirred bioreactor to tubular 
bioreactor, 7 – peristaltic pumps with stepper motor, which transfers bacteriophage to tubular bioreactor , 8 – 
system of one stirred bioreactor, 9 – optical density sensor, 10 – T-connector, 11 – tubular bioreactor with 
sample sites, 12 – magnetic stirrer with four positions, 13 – outflow from system of stirred and tubular 
bioreactor 
 
3.3.8.2 Vzorčna mesta ter vzorčenje v cevnem bioreaktorju 
 
Vzorčna mesta smo vzdolž cevnega bioreaktorja pripravili na ustrezni dolžini v odvisnosti 
od nastavljenega pretoka ter glede na željen teoretični zadrževalni čas v cevnem 
bioreaktorju. Prvi preliminarni eksperiment v sistemu mešalnega in cevnega bioreaktorja 
smo izvedli pri pretoku 0,50 mL min-1 v cevnem bioreaktorju ter daljših teoretičnih 
zadrževalnih časih (60 min, 120 min, 180 min, 240 min in 300 min). Vzorčna mesta smo 
tako pripravili pri sledečih dolžinah cevnega bioreaktorja: 4,25 m, 8,49 m, 12,74 m, 16,99 
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m, in 21,23 m. Kasnejše eksperimente smo izvajali pri nižjih teoretičnih zadrževalnih časih, 
pretok v cevnem bioreaktorju pa je bil nastavljen na sledeče vrednosti: 0,20 mL min-1, 0,40 
mL min-1, 0,50 mL min-1, 0,60 mL min-1, in 0,80 mL min-1. Preglednica 9 vsebuje podatke 
o dolžinah cevnega bioreaktorja oz. vzorčnih mestih za željene teoretične zadrževalne čase. 
 
Preglednica 9: Dolžina cevnega bioreaktorja za vzorčna mesta pri določenem teoretičnem zadrževalnem času 
in pretoku v cevnem bioreaktorju 
Table 9: Length of tubular bioreactor for sampling sites at specific theoretical retention time and flow rate in 
tubular bioreactor 
Pretok (mL min-1) Dolžina cevnega bioreaktorja pri zadrževalnem času (m) 
bakterija bakteriofag  
cevni 
bioreaktor 
15 min 30 min 45 min 60 min 90 min 120 min 180 min 
0,10 0,10 0,20 0,42 0,85 1,27 1,70 2,55 3,40 5,10 
0,20 0,20 0,40 0,85 1,70 2,55 3,40 5,10 6,79 10,19 
0,25 0,25 0,50 1,06 2,12 3,18 4,25 6,37 8,49 12,74 
0,30 0,30 0,60 1,27 2,55 3,82 5,10 7,64 10,19 15,29 
0,40 0,40 0,80 1,70 3,40 5,10 6,79 10,19 13,59 20,38 
 
Na ustrezni dolžini cevnega bioreaktorja smo pripravili vzorčno mesto, ki je bilo sestavljeno 
iz dveh koščkov cevi iz umetne mase, na sredini pa je bila silikonska cev (premer 3 mm, 1 
mm debelina stene). Vzorčenje smo izvajali na vzorčnem mestu s pomočjo sterilne 
injekcijske igle (0,30 mm x 12 mm) in 1 mL injekcijske brizge. Z iglo smo pazljivo predrli 
silikonsko cev na vzorčnem mestu ter odvzeli ustrezno količino vzorca. Iglo ter brizgo smo 
po vsakem vzorčenju ustrezno zavrgli. Do puščanja cevnega reaktorja ni prihajalo zaradi 
prožnosti materiala ter izbire tanke injekcijske igle. Za določanje koncentracije 
bakteriofagov v cevnem bioreaktorju smo po vzpostavitvi ravnotežnega stanja v sistemu 
vzorčili na vzorčnih mestih pri vseh teoretičnih zadrževalnih časih. Vzorce smo zbirali 5-6 
h, pri čemer smo odvzeli 1 vzorec na uro pri vsakem teoretičnem zadrževalnem času. Vsakič 
smo v mikrocentrifugirko, v kateri je bilo 450 µL SM pufra, prenesli 50 µL vzorca. Po 
nežnem mešanju na vrtinčnem mešalu smo vzorec naprej razredčili ter takoj določili 
koncentracijo bakteriofagov z metodo štetja plakov (glej 3.3.2.3). Koncentracijo 
bakteriofagov smo izračunali kot povprečje vsaj petih koncentracij bakteriofagov. 
Koncentracijo bakterij smo določili podobno kot koncentracijo bakteriofagov, le da smo 
vzorce zbirali 3 h, pri čemer smo odvzeli 1 vzorec na uro pri vseh teoretičnih zadrževalnih 
časih. Vsakič smo v mikrocentrifugirko, v kateri je bilo 450 µL svežega tekočega LB medija, 
prenesli 50 µL vzorca. Po nežnem mešanju na vrtinčnem mešalu smo vzorec naprej 
razredčili ter takoj določili koncentracijo bakterij z metodo štetja kolonij (glej 3.3.1.4). 
Koncentracijo bakterij smo izračunali kot povprečje treh koncentracij bakterij. 
 
3.3.8.3 Eksperiment prepihovanja posode z bakteriofagom z dušikom 
 
Izvedli smo eksperiment kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v sistemu mešalnega in 
cevnega bioreaktorja, pri katerem smo posodo s SM pufrom in bakteriofagom kontinuirano 
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prepihovali z dušikom (N2) s pretokom 2 L min
-1 z namenom izpodrivanja kisika iz posode, 
vse ostalo smo pripravili na enak način kot je že bilo opisano (glej 3.3.8.1). Koncentracijo 
bakteriofagov in bakterij smo tudi določili kot je bilo prej opisano (glej 3.3.8.2), ter rezultate 
koncentracij bakterij in bakteriofagov primerjali z rezultati eksperimenta kontinuirane 
proizvodnje bakteriofagov, pri katerem posode s SM pufrom in bakteriofagom nismo 
prepihovali z N2. 
 
3.3.8.4 Eksperiment preverbe zadrževanja bakterij v cevnem bioreaktorju 
 
Izvedli smo eksperiment preverbe zadrževanja bakterij v cevnem bioreaktorju. Predhodno 
smo pripravili cevni bioreaktor s teoretičnem zadrževalnim časom 10 min. Dolžina cevnega 
bioreaktorja ob upoštevanju pretoka 0,80 mL min-1 je bila 1,13 m. Zagnali smo kontinuirano 
proizvodnjo bakterije E.coli K-12 v sistemu mešalnega in cevnega bioreaktorja na podoben 
način kot je že bilo opisano (glej 3.3.8.1), le da v tem primeru nismo na začetku dovajali 
bakteriofaga, bakterijo pa smo gojili s pretokom 0,40 mL min-1. Po vzpostavitvi 
ravnotežnega stanja smo ustavili dotok bakterij v cevni bioreaktor ter celoten cevni 
bioreaktor spirali 1 h s SM pufrom s pretokom 0,80 mL min-1 (v 1 h spiranja se je torej 
volumen v cevnem bioreaktorju 6-krat zamenjal). Med spiranjem cevnega bioreaktorja smo 
vsakih 10 min jemali vzorce z namenom določitve koncentracije bakterij z metodo štetja 
kolonij (glej 3.3.1.4). Po spiranju smo v cevni bioreaktor začeli kontinuirano uvajati sveže 
tekoče LB gojišče s pretokom 0,40 mL min-1, ter bakteriofag iz posode s SM pufrom s 
pretokom 0,40 mL min-1 (začetna koncentracija bakteriofaga v posodi je znašala 1∙106 PFU 
mL-1). Skupni pretok v cevnem bioreaktorju je tako znašal 0,80 mL min-1. Od začetka 
uvajanja bakteriofaga v cevni bioreaktor smo začeli meriti čas ter vzorčiti z namenom 
določanja koncentracije bakteriofagov ter bakterij. Vzorčili smo na iztoku iz cevnega 
bioreaktorja, zbirali smo po 100 µL. Prvih 100 min smo vzorce jemali vsakih 5 min, potem 
pa smo vzeli še vzorce pri 135 min, 195 min, 255 min, ter 270 min od začetka uvajanja 
bakteriofaga v cevni bioreaktor. Vzorec smo razdelili na dva dela, 50 µL smo prenesli v prvo 
mikrocentrifugirko, v kateri je bilo 450 µL SM pufra ter določili koncentracijo bakteriofagov 
z metodo štetja plakov (glej 3.3.2.3). Preostalih 50 µL smo prenesli v drugo 
mikrocentrifugirko, v kateri je bilo 450 µL svežega tekočega LB gojišča ter določili 
koncentracijo bakteriofagov z metodo štetja kolonij (glej 3.3.1.4). Izrisali smo graf 
koncentracije bakteriofagov in bakterij v odvisnosti od časa od začetka uvajanja 
bakteriofagov v cevni bioreaktor. 
 
3.3.8.5 Kromatografska ločba bakteriofagov in nečistot s pomočjo HPLC sistema iz 
kontinuirane proizvodnje bakteriofagov ter šaržnega gojenja bakteriofagov v 
erlenmajerici 
 
Izvedli smo vzporeden eksperiment kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v sistemu 
mešalnega in cevnega bioreaktorja ter šaržnega gojenja bakteriofagov v erlenmajerici. V 
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primeru kontinuirane proizvodnje bakteriofagov smo zagnali proces s pretokom 0,80 mL 
min-1 ter določili koncentracije bakteriofagov ter bakterij pri teoretičnih zadrževalnih časih: 
15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 90 min, 120 min, 180 min, tako kot je bilo že prej opisano 
(glej 3.3.8.1 in 3.3.8.2). Na vzorčnih mestih za posamezen teoretični zadrževalni čas smo 
med drugim zbirali po vsaj 600 µL vzorca, ki smo ga sterilno filtrirali skozi 0,22 µm filter 
ter ga kasneje analizirali na HPLC sistemu. Vzporedno pa smo izvedli eksperiment šaržnega 
gojenja bakteriofagov v erlenmajerici. 100 mL tekočega LB gojišča v 250 mL erlenmajerici 
(37 °C), smo inokulirali s 5 % vcepkom prekonočne kulture ter gojili bakterijo v inkubatorju 
na 37 °C ob 200 rpm stresanju do OD = 0,20 (1,25 h). Rast bakterijske kulture smo spremljali 
s pomočjo čitalca mikrotitrskih ploščic (glej 3.3.1.5). Ko je OD dosegel vrednost 0,20, smo 
dodali ustrezno količino bakteriofaga (40 µL delovne banke, začetna koncentracija 
bakteriofagov je v erlenmajerici znašala 1∙107 PFU mL-1) ter nadalje inkubirali erlenmajerico 
v inkubatorju na 37 °C ob 200 rpm stresanju. Od časa dodatka bakteriofaga k bakterije smo 
nato vzorčili vsakih 30 min po 2 mL vzorca, ter vzorčenje nadaljevali do 270 min. Del vzorca 
smo porabili za določanje OD (3-krat po 200 µL) (glej 3.3.1.5), del vzorca za določanje 
koncentracije bakterij (50 µL) z metodo štetja kolonij (glej 3.3.1.4) ter koncentracije 
bakteriofagov (50 µL) z metodo štetja plakov (glej 3.3.2.3). Preostanek vzorca (vsaj 600 µL) 
smo sterilno filtrirali skozi 0,22 µm filter ter kasneje uporabili za analizo kromatografske 
ločbe bakteriofagov in nečistot (bakterijska gDNK, proteini, fragmenti bakterijske DNK ter 
celične stene) na HPLC sistemu. 
 
Na HPLC sistemu smo analizirali vzorce pri različnih časovnih točkah oz. zadrževalnih časih 
za oba načina proizvodnje pri absorbciji 280 nm in 254 nm. Ker spada bakteriofag T4 med 
DNK viruse, smo lahko ob določanju absorbcije pri 280 nm, spremljali spreminjanje količine 
DNK (bakteriofagna DNK, bakterijska gDNK in fragmentirana bakterijska DNK), določanje 
absorbcije pri 254 nm pa nam je služilo za oceno spreminjanja količine proteinov v vzorcih 
iz različnih časovnih točk oz. zadrževalnih časih. Pri ločbi na HPLC sistemu smo uporabili 
CIM® QA 0,34 mL monolitni disk, pretok pa smo imeli nastavljen na 2 mL min-1. Mobilno 
fazo je predstavljal pufer A (20 mM TRIS pH = 7,5) ter pufer B (1,5 M NaCl v 20 mM TRIS 
pH = 7,5). Ločbo smo izvedli z linearnim gradientom (4 min 100 % pufra B), volumen 
injiciranega vzorca pa je bil 500 µL. Vzorec pri času 150 min od dodatka bakteriofagov k 
bakteriji ter vse nadaljne vzorce iz šaržnega gojenja smo na HPLC sistemu analizirali z 
daljšim linearnim gradientom (8 min 100% pufra B), ker smo na ta način dobili boljšo ločbo 
vrhov. Vse ostale nastavitve na HPLC sistemu so bile enake kot pri prvotni analizi. Za oba 
načina gojenja smo izrisali kromatograme za absorpcijo pri valnovni dolžini 280 nm in 254 
nm. Grafično smo tudi predstavili višino posameznih vrhov v odvisnosti od časa od dodatka 
bakteriofagov k bakteriji oz. teoretičnega zadrževalnega časa za absorpcijo pri obeh valovnih 
dolžinah. S pomočjo umeritvene premice med prevodnostjo in koncentracijo NaCl smo za 
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3.3.8.6 Ločba z agarozno gelsko elektroforezo vzorcev iz kontinuirane proizvodnje 
bakteriofagov ter šaržnega gojenja bakteriofagov v erlenmajerici 
 
S pomočjo agarozne gelske elektroforeze smo poskušali ločiti bakteriofage (bakteriofagna 
DNK) od nečistot (bakterijska gDNK ter fragmenti bakterijske DNK) ter primerjati oba 
načina proizvodnje med seboj. Pripravili smo 1 % agarozni gel, tako da smo zatehtali 1 g 
agaroze ter dodali 100 ml pufra TBE. Mešanico smo segreli v mikrovalovni pečici, da se je 
agaroza popolnoma raztopila. Vsebino smo nato vlili v ustrezen model ter počakali 30 min, 
da se je formiral gel. Gel smo prenesli v elektroforezno banjico ter v žepke nanesli po 5 µL 
predhodno pripravljenih vzorcev (4 µL vzorca ter 1 µL nanašalnega pufra) za določene 
teoretične zadrževalne čase oz. časovne točke iz kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v 
sistemu mešalnega in cevnega bioreaktorja ter šaržnega gojenja bakteriofagov v 
erlenmajerici. V prvega izmed žepkov smo nanesli tudi 5 µL molekulskega označevalca 
dolžin fragmentov, v drugega pa 5 µL bakteriofagnega lizata (4 µL vzorca ter 1 µL 
nanašalnega pufra). Pogoji ločbe so bili sledeči: 100 V, 400 mA, 120 min. Gel smo po koncu 
elektroforeze inkubirali z barvilom SYBR Gold za 30 min ob stresanju ter posneli sliko pod 
UV lučko s pomočjo sistema za dokumentacijo gelov.   
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4 REZULTATI 
 
4.1 RAZVOJ SISTEMA ZA KONTINUIRANO PROIZVODNJO BAKTERIOFAGOV 
V DVEH ZAPOREDNIH BIOREAKTORJIH 
 
4.1.1 Delovanje krmilnika peristaltičnih črpalk s koračnim motorjem 
 
Krmilnik peristaltičnih črpalk s koračnim motorjem je omogočal kontrolo in hkratno 
neodvisno delovanje treh peristaltičnih črpalk, vsaka črpalka je lahko bila nastavljena na 
drugačen pretok, kar je omogočalo izvajanje treh hkratnih bioprocesov. Rezultati testiranja 
pretokov črpalk so pokazali (Slika 11), da črpalke omogočajo zanesljivo delovanje za 
pretoke med 0,015 in 0,750 mL min-1. Resolucija pri omenjenem razponu pretokov znaša 
0,006 mL min-1 oz. pri spremembi nastavitve na črpalki za 1 rpm se pretok v povprečju 
spremeni za 0,006 mL min-1. Relativna standardna napaka je znašala okrog 1% pri 
večkratnih meritvah istega pretoka za celoten razpon pretokov. 
  
 
Slika 11: Prikaz linearne korelacije nastavljenih RPM-jev na peristaltični črpalki s koračnim motorjem in 
izmerjenega pretoka (R2=0,9993). Črpalke omogočajo zanesljivo delovanje za pretoke med 0,015 in 0,750 mL 
min-1 z resolucijo 0,006 mL min-1 (1 RPM) 
Figure 11: Display of linear correlation between set RPMs on the peristaltic pump with stepper motor and 
measured flow rate (R2=0,9993). Pumps provide reliable operation for flow rates between 0,015 and 0,750 mL 
min-1 with a resolution of 0,006 mL min-1 (1 RPM) 
 
4.1.2 Delovanje senzorja optične gostote 
 
Senzor optične gostote je bil razvit z namenom sprotnega spremljanja koncentracije 
bakterijskih celic v bioreaktorju preko merjenja ter beleženja optične gostote pri 650 nm na 
računalniku. Senzor je bil prilagojen za spremljanje koncentracije bakterij v mešalnem 
bioreaktorju z delovnim volumnom 25 mL, v katerem smo gojili E.coli K-12 pri določeni 
hitrosti redčenja. Senzor optične gostote smo uporabljali za sprotno spremljanje 
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koncentracije bakterijskih celic pri vseh nadaljnjih eksperimentih, pri katerih je bilo 
potrebno spremljat koncentracijo bakterij iz različnih vzrokov. S pomočjo optičnega čitalca 
mikrotiternih plošč TECAN smo preverili ustreznost delovanja našega senzorja. Slika 12 
prikazuje linearno korelacijo med optično gostoto izmerjeno na optičnem čitalcu TECAN in 
odčitki našega senzorja optične gostote. Rezultati nakazujejo, da je delovanje senzorja 
optične gostote primerljivo s komercialno dostopnimi optičnimi čitalci oz. zadošča za 
potrebe kontinuirane proizvodnje bakteriofagov. Relativna standardna deviacija je znašala 
pri večkratnih meritvah senzorja optične gostote istega vzorca okrog 0,1 %. 
 
 
Slika 12: Prikaz linearne korelacije med optično gostoto (600 nm) izmerjeno na TECAN-u in odčitkom na 
senzorju optične gostote (R2=0,9986) 
Figure 12: Display of linear correlation between measured optical density (600 nm) using TECAN and  
readouts from optical density sensor (R2=0,9986) 
 
Sprotno spremljanje koncentracije bakterijskih celic v bioreaktorju je pomembno s stališča 
kontinuiranega procesa za določitev časa gojenja bakterij pri katerem pride do vzpostavitve 
ravnotežnega stanja v bioreaktorju, kar se kaže kot ustalitev koncentracije bakterij. Slika 13 
prikazuje meritve senzorja optične gostote za gojenje bakterij pri različnih hitrostih redčenja 
v mešalnem bioreaktorju. Pri nizkih hitrostih redčenja je bakterija potrebovala več časa, da 
se je prilagodila na nastavljeno hitrost redčenja v mešalnem bioreaktorju, obenem pa je 
koncentracija bakterij v bioreaktorju narastla, predno se je ustalila. V povprečju je bakterija 
za hitrosti redčenja od 0,24 do 0,96 h-1 potrebovala od 18 do 7 h gojenja, predno je dosegla 
ravnotežno stanje. Iz Slike 13 je tudi razvidno, da se je koncentracija bakterij bakterij (število 
bakterijskih celic na mL) ustalila pri istih vrednostih neodvisno od hitrosti redčenja v 
bioreaktorju. V našem primeru je ta vrednost  znašala med 40 in 50 glede na odčitek senzorja 
optične gostote, kar v povprečju znaša 3∙108 CFU mL-1. Omenjena ugotovitev je v skladu s 
teorijo kemostata, ki pravi, da je koncentracija biomase po dosegu ravnotežnega stanja 
konstantna za široko območje hitrosti redčenja.  
48 
Nabergoj D. Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih bioreaktorjev. 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
Slika 13: Meritve senzorja optične gostote za gojenje bakterije pri različnih hitrostih redčenja v mešalnem 
bioreaktorju 
Figure 13: Measurements of optical density sensor for cultivation of bacteria in stirred bioreactor at various 
dilution rates 
 
4.2 DOLOČITEV RAZMERJA RNK/PROTEINI V ODVISNOSTI OD HITROSTI 
REDČENJA V MEŠALNEM BIOREAKTORJU 
 
Pri vseh eksperimentih kontinuirane proizvodnje bakteriofagov smo kot hranilo za bakterije 
uporabili kompleksno LB gojišče, katerega kemijska sestava ni natančno opredeljena in 
varira zaradi vhodnih surovin. LB bujon je namreč sestavljen iz triptona, kvasnega ekstrakta 
in NaCl. Tripton predstavlja peptide, ki se pridobijo z razgradnjo kazeina s proteazo 
tripsinom, kvasni ekstrakt pa se pridobiva z avtolizo kvasnih celic in vsebuje vitamine in 
mikroelemente, ki so pomembni za rast bakterij. Variabilnost kemijske sestave 
kompleksnega LB gojišča je torej prisotna zaradi pridobivanja triptona in kvasnega ekstrakta 
iz naravnih virov pri katerih obstaja določena stopnja biološke variabilnosti. Za LB gojišče 
smo se zaradi predvidene visoke količine porabe gojišča odločili predvsem zaradi preproste 
priprave in cenovne ugodnosti napram definiranim gojiščem. Zaradi neznane kemijske 
sestave LB gojišča, ne moremo zagotovo trditi, katera izmed komponent predstavlja limitni 
faktor v naših eksperimentih.  Z eksperimentom ugotavljanja razmerja RNK/proteini pri 
različnih hitrostih redčenja v bioreaktorju smo želeli preveriti, če navkljub neznanemu 
limitnemu faktorju obstajajo razlike v fiziološkem stanju ob spreminjanju hitrosti redčenja 
v bioreaktorju »C«. Slika 14 prikazuje rezultate omenjenega eksperimenta, ki so pokazali 
linearno korelacijo med razmerjem RNK/proteini in hitrostjo redčenja (R2= 0,9869) v 
mešalnem bioreaktorju »C« za širok razpon hitrosti redčenja (od 0,06 do 0,96 h-1).  
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Slika 14: Razmerje RNK/proteini kot funkcija hitrosti redčenja v mešalnem bioreaktorju »C«. Črne pike 
predstavljajo pridobljene rezultate, črna prekinjena črta pa prikazuje linearno korelacijo podatkov (R2 = 0,9831) 
Figure 14: RNA/protein ratio as a function of dilution rate in stirred bioreactor. Black dots represent obtained 
results, whereas dotted line represents linear correlation of data (R2 = 0,9831) 
 
4.3 VPLIV HITROSTI REDČENJA OZ. HITROSTI RASTI BAKTERIJE E. COLI V 
MEŠALNEM BIOREAKTORJU »C« NA DOVZETNOST ZA 
BAKTERIOFAGNO OKUŽBO 
 
Dovzetnost za bakteriofagno okužbo lahko opišemo z bakteriofagnimi rastnimi parametri. 
V našem primeru smo preučili vpliv spreminjanja hitrosti redčenja oz. hitrosti rasti bakterij 
v mešalnem bioreaktorju »C« na konstanto adsorpcije (δ), latentno periodo (L) ter brstno 
število (b). Vse omenjene bakteriofagne rastne parametre povezuje populacijska hitrost rasti 
bakteriofaga (λ), ki je definirana kot porast števila bakteriofagov v volumnu gojišča po 
določenem času in jo lahko ob pogoju konstantne koncentracije bakterij (C) opišemo z 
Enačbo (8) (Bull, 2006): 
 
λ = −m+ δ ∙ C (b ∙ e−L∙(d+λ) − 1)     … (8) 
Enačba (8) vsebuje tudi izraz za hitrost smrti prostih fagov (m) ter izraz za intrinzično hitrost 
smrti bakterijskih celic (d). Ob predpostavki, da sta oba izraza enaka 0 in ju lahko 
zanemarimo, dobimo poenostavljeno Enačbo (9), ki opisuje povezavo med populacijsko 
hitrostjo rasti bakteriofaga in bakteriofagnimi rastnimi parametri (Podgornik in sod., 2014): 
 
λ = δ ∙ C (b ∙ e−L∙λ − 1)     … (9) 
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V našem primeru smo najprej eksperimentalno določili vrednosti posameznih bakteriofagnih 
rastnih parametrov v odvisnosti od hitrosti redčenja v bioreaktorju »C« (DC). Preglednica 10 
prikazuje rezultate bakteriofagnih rastnih parametrov pri izbranih hitrostih redčenja v 
mešalnem bioreaktorju »C«. 
 
Preglednica 10: Rezultati bakteriofagnih rastnih parametrov za izbrane hitrosti redčenja v mešalnem 
bioreaktorju »C«. Za določitev bakteriofagnih rastnih parametrov smo za vsako navedeno hitrost redčenja 
izvedli po tri neodvisne eksperimente v mešalnem bioreaktorju »C«. Rezultati so prikazani kot povprečne 
vrednosti ± standardna deviacija 
Table 10: Results of phage growth parameters for each studied dilution rate in stirred bioreactor »C«. Three 
experiments in bioreactor »C« for each dilution rate were performed to determine phage growth parameters. 
Results are shown as average values ± standard deviation 
DC (h-1)  
Konstanta adsorpcije  




(PFU na 1 celico) 
0,06 2,6 ± 0,24 80 ± 4 8 ± 2 
0,13 2,0 ± 0,12 60 ± 4 13 ± 3 
0,26 1,1 ± 0,19 41 ± 1 20 ± 5 
0,50 0,81 ± 0,04 36 ± 4 33 ± 6 
0,60 0,53 ± 0,04 31 ± 3 59 ± 3 
0,73 0,42 ± 0,07 29 ± 3 66 ± 7 
0,82 0,50 ± 0,05 27 ± 1 75 ± 4 
0,98 0,52 ± 0,04 27 ± 1 89 ± 4 
 
4.3.1 Vpliv hitrosti redčenja na konstanto adsorpcije 
 
Rezultati vpliva hitrosti redčenja DC na konstanto adsorpcije so prikazani v Preglednici 10. 
Konstanta adsorpcije je bila v območju hitrosti redčenja med 0,60 in 0,98 h-1 relativno 
konstantna, vrednost je znašala okrog 0,5∙10-9 mL min-1. Ko se je hitrost redčenja od 
vrednosti 0,60 h-1 zmanjševala proti 0,06 h-1, pa je konstanta adsorpcije začela naraščati in 
dosegla maksimalno vrednost pri 2,6∙10-9 mL min-1. Najboljši opis trenda eksperimentalnih 
podatkov konstante adsorpcije nam je uspel z Enačbo (10): 
 
δ = δmax − δ
′  ∙  
DC
Kads + DC
    … (10) 
Koeficienti δmax, δ
' ter Kads iz Enačbe (10) so pri najboljšem prileganju k eksperimentalnim 
podatkom znašali δmax = 5,00∙10
-9 mL min-1, δ' = 4,75∙10-9 mL min-1 ter Kads = 0,060 h
-1. 
Enačba (10) odraža določeno analogijo z enačbo Langmuirjeve adsorpcijske izoterme. Slika 
15 prikazuje eksperimentalne podatke konstante adsorpcije z matematičnim opisom 
podatkov z Enačbo (10). 
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Slika 15: Konstanta adsorpcije kot funkcija hitrosti redčenja v mešalnem bioreaktorju »C«. Črne pike z intervali 
napak ponazarjajo eksperimentalne podatke, siva polna črta pa ponazarja matematični opis z Enačbo (10) 
Figure 15: Adsorption constant as a function of dilution rate in stirred bioreactor »C«. Black dots with error 
bars represent experimental data, while solid grey lines represent best fit of Equation (10) 
 
4.3.2 Vpliv hitrosti redčenja na latentno periodo 
 
Rezultati vpliva hitrosti redčenja DC na latentno periodo so prikazani v Preglednici 10. 
Latentna perioda se je ob naraščanju hitrosti redčenja zmanjševala in dosegla minimalno 
vrednost pri 27 min. Najboljši opis trenda eksperimentalnih podatkov latentne periode nam 
je uspel z Enačbo (11): 
 





      … (11) 
Koeficienti Klat in Lmin iz Enačbe (11) so pri najboljšem prileganju k eksperimentalnim 
podatkom znašali Klat = 0,145 h
-1, Lmin = 25,5 min. Enačba (11) predstavlja recipročno 
Michaelis-Menteninovo enačbo. Slika 16 prikazuje eksperimentalne podatke latentne 
periode z matematičnim opisom podatkov z Enačbo (11). 
52 
Nabergoj D. Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih bioreaktorjev. 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
 
Slika 16: Latentna perioda kot funkcija hitrosti redčenja v mešalnem bioreaktorju »C«. Črne pike z intervali 
napak ponazarjajo eksperimentalne podatke, siva polna črta pa ponazarja opis z Enačbo (11) 
Figure 16: Latent period as a function of dilution rate in stirred bioreactor »C«. Black dots with error bars 
represent experimental data, while solid grey lines represent best fit of Equation (11) 
 
4.3.3 Vpliv hitrosti redčenja na brstno število 
 
Rezultati vpliva hitrosti redčenja DC na brstno število so prikazani v Preglednici 10. Brstno 
število se je ob naraščanju hitrosti redčenja linearno povečevalo. Najboljši opis trenda 
eksperimentalnih podatkov brstnega števila nam je uspel z Enačbo (12): 
 
b = k ∙ DC      … (12) 
Koeficient k iz Enačbe (12) je pri najboljšem prileganju k eksperimentalnim podatkom 
znašal k = 89,532 PFU celica-1 h. Enačba (12) je preprosta linearna enačba. Slika 17 
prikazuje eksperimentalne podatke brstnega števila z matematičnim opisom podatkov z 
Enačbo (12). Iz rezultatov je razvidno, da obstaja linearna korelacija med brstnim številom 
in hitrostjo redčenja v mešalnem bioreaktorju »C« (R2 = 0,9753). 
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Slika 17: Brstno število kot funkcija hitrosti redčenja v mešalnem bioreaktorju »C«. Črne pike z intervali napak 
ponazarjajo eksperimentalne podatke, siva polna črta pa ponazarja opis z Enačbo (12). Med brstnim številom 
in hitrostjo redčenja v mešalnem bioreaktorju ostaja linearna korelacija (R2 = 0,9753) 
Figure 17: Burst size as a function of dilution rate in stirred bioreactor »C«. Black dots with error bars represent 
experimental data, while solid grey lines represent best fit of Equation (12). Linear correlation exists between 
burst size and dilution rate in stirred bioreactor (R2 = 0,9753) 
 
4.3.4 Vpliv hitrosti redčenja na populacijsko hitrost rasti bakteriofaga 
 
Populacijska hitrost rasti bakteriofaga je definirana z Enačbo (9). Enačba (9) zaradi svoje 
strukture ne more biti eksplicitno rešena, zato je bilo potrebno numerično reševanje enačbe. 
Populacijska hitrost rasti bakteriofaga je bila izračunana s pomočjo Enačbe (9) za vsako 
hitrost redčenja posebej iz eksperimentalno določenih bakterofagnih rastnih parametrov – 
konstante adsorpcije, latentne periode in brstnega števila. Preglednica 11 vsebuje izračunano 
populacijsko hitrost rasti bakteriofaga iz eksperimentalnih podatkov za izbrane hitrosti 
redčenja v mešalnem bioreaktorju »C«. 
 
Preglednica 11: Populacijska hitrost rasti bakteriofaga določena za izbrane hitrosti redčenja v bioreaktorju »C« 
Table 11: Bacteriophage population growth rate determined for different dilution rates in bioreactor »C« 










Nabergoj D. Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih bioreaktorjev. 
     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018 
Ker smo v našem primeru uspeli matematično opisati posamezne bakteriofagne rastne 
parametre kot funkcije hitrosti redčenja, lahko v Enačbo (9), vstavimo ustrezne Enačbe (10), 
(11) in (12) in pri tem dobimo Enačbo (13): 
 
λ = [δmax − δ
′  ∙  
DC
Kads + DC
] ∙ C 
(









  … (13) 
Tudi Enačba (13) zaradi svoje strukture ne more biti eksplicitno rešena, zato je potrebno 
numerično reševanje enačbe. Ob upoštevanju predhodno določenih koeficientov Enačb (10), 
(11) in (12), ki so zbrani v Preglednici 12, smo lahko izračunali in izrisali vrednosti Enačbe 
(13) za široko območje hitrosti redčenja.  
 
Preglednica 12: Koeficienti enačb po najboljšem prileganju 
Table 12: Fitting equation coefficients 
          Konstanta adsorpcije     Latentna perioda          Brstno število 
δmax 5,00∙10-9 mL min-1 Klat 0,145 h-1 k 89,532 PFU celica-1 h 
δ' 4,75∙10-9 mL min-1 Lmin 25,5 min    
Kads 0,060 h-1            
 
Slika 18 prikazuje populacijsko hitrost rasti bakteriofaga kot funkcijo hitrosti redčenja v 
mešalnem bioreaktorju »C«. Na sliki je predstavljena populacijska hitrost rasti bakteriofaga, 
ki je bila izračunana po Enačbi (9) iz eksperimentalnih podatkov konstante adsorpcije, 
latentne periode in brstnega števila in pa populacijska hitrost rasti bakteriofaga izračunana 
po Enačbi (13). Populacijska hitrost rast bakteriofaga se povečuje ob naraščanju hitrosti 
redčenja DC. Rezultati so pokazali zadovoljivo ujemanje eksperimentalnih podatkov s 
teoretično napovedjo po Enačbi (13) za hitrosti redčenja DC med 0,26 in 0,98 h
-1, pri najnižjih 
hitrostih redčenja pa eksperimentalne vrednosti bolj odstopajo od teoretičnih napovedi. Z 
Enačbo (14), ki predstavlja obliko Monodove enačbe, smo uspešno opisali spreminjanje 
populacijske hitrosti rasti bakteriofaga v odvisnosti od hitrosti redčenja DC ter ob tem opazili 
zelo podoben trend opisa kot je bil pridobljen z Enačbo (13) (Slika 18). Najboljši opis smo 






      … (14) 
Primerjali smo opisa populacijske hitrosti rasti bakteriofagov kot funkcijo hitrosti redčenja 
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Slika 18: Populacijska hitrost rasti bakteriofaga kot funkcija hitrosti redčenja v mešalnem bioreaktorju »C«. 
Črne pike ponazarjajo populacijsko hitrost rasti bakteriofaga za izbrane hitrosti redčenja, ki je bila izračunana 
z vstavljanjem eksperimentalno določenih rastnih parametrov bakteriofaga v Enačbo (9). Siva polna črta 
ponazarja vrednosti populacijske hitrosti rasti bakteriofaga pridobljene preko izrisa Enačbe (13) z 
upoštevanjem koeficienti enačb iz Preglednice 12, črna prekinjena črta pa prikazuje izračunane vrednosti 
populacijske hitrosti rasti bakteriofaga s pomočjo Enačbe (14) 
Figure 18: Bacteriophage population growth rate as a function of dilution rate in stirred bioreactor »C«. Black 
dots represent results of bacteriophage population growth rate calculated for each dilution rate by inserting 
experimentally determined phage growth parameters in Equation (9). Solid grey line represents values of 
bacteriophage population growth rate obtained by plotting Equation (13) using fitting equation coefficients 
from Table 12, while black dotted line represents values of bacteriophage population growth rate calculated by 
the best fit of Equation (14) 
 
 
Slika 19: Primerjava populacijske hitrosti rasti bakteriofaga določene z Enačbo (13) in (14). Črne pike 
prikazujejo vrednosti populacijske hitrosti rasti bakteriofaga določene z obema enačbama, črna prekinjena črta 
pa prikazuje linearno korelacijo (R2 = 0,9976) 
Figure 19: Comparison of bacteriophage population growth rate determined by Equation (13) and (14). Black 
dots represent the values of bacteriophage population growth rate determined by both equations, while black 
dotted line represents the linear correlation (R2 = 0,9976) 
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4.4 PRODUKTIVNOST KONTINUIRANE PROIZVODNJE BAKTERIOFAGOV V 
DVEH ZAPOREDNIH MEŠALNIH BIOREAKTORJIH 
 
Produktivnost kontinuiranega procesa (Pr) proizvodnje bakteriofagov v drugem mešalnem 
bioreaktorju (bioreaktor »P«) se lahko zapiše z Enačbo (15): 
 
Pr = P ∙ DP                                                          … (15) 
V Enačbi (15) izraz P predstavlja koncentracijo prostih bakteriofagov, izraz DP pa 
predstavlja hitrost redčenja v bioreaktorju »P«. Koncentracijo prostih bakteriofagov (P) v 














                                                    … (16) 
Enačba (16) nam omogoča napoved koncentracije bakteriofagov v ravnotežju v bioreaktorju 
»P«, katero lahko eksperimentalno določimo. Če Enačbo (16) vstavimo v Enačbo (15), pa 
dobimo Enačbo (17), katera nam podaja odvisnost produktivnosti od bakteriofagnih rastnih 















                                                   … (17) 
S pomočjo Enačbe (17) lahko določimo produktivnost proizvodnje bakteriofagov v 
bioreaktorju »P« pri določeni hitrosti redčenja v bioreaktorju »P« (DP) za konstantne oz. 
nespremenljive bakteriofagne rastne parametre (δ, L, b) ter vhodno koncentracijo 
bakterijskih celic (C). Izraz konstantni oz. nespremenljivi bakteriofagni rastni parametri v 
našem primeru pomeni, da se bakteriofagni rastni parametri ne spreminjajo ob spreminjanju 
hitrosti redčenja oz. fiziološkega stanja bakterije. 
 
V primeru, ko imamo sistem dveh mešalnih bioreaktorjev, ki imata oba konstanten volumen, 
se ob vsaki spremembi pretoka skozi sistem spremeni hitrost redčenja v obeh bioreaktorjih 
hkrati, kar pomeni, da se spremeni fiziološko stanje oz. hitrost rasti bakterije (hitrost redčenja 
v bioreaktorju »C«) ter tudi hitrost redčenja v bioreaktorju »P« v katerem prihaja do 
pomnoževanja bakteriofagov. V prejšnjem poglavju smo pokazali, da se bakteriofagni rastni 
parametri spreminjajo v odvisnosti od hitrosti redčenja v bioreaktorju »C« oz. fiziološkega 
stanja bakterij, torej Enačbe (16) in (17) ne pridejo v poštev za opis produktivnosti takega 
sistema, ker bakteriofagni rastni parametri niso konstantni. Ker pa smo uspeli matematično 
opisati posamezne bakteriofagne rastne parametre kot funkcije hitrosti redčenja, lahko 
Enačbo (16) in (17) ustrezno spremenimo na način, da nam spremenjene enačbe opišejo 
produktivnost zgoraj opisanega sistema. Preden lahko uporabimo predhodno izpeljane 
enačbe za opis konstante adsorpcije, latentne periode in brstnega števila kot funkcije hitrosti 
redčenja, pa je potrebno vzpostaviti korelacijo med hitrostjo redčenja v bioreaktorju »C« in 
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»P«. Ker je bil nastavljen isti pretok skozi sistem obeh bioreaktorjev, obstaja povezava v 








         oziroma         DC = DP ∙
VP
VC
                                  … (18) 
DC in DP predstavljata hitrost redčenja v bioreaktorju »C« in »P«, izraza VC in VP pa 
predstavljata delovna volumna bioreaktorja »C« in »P«. Ko vstavimo Enačbo (18) v Enačbe 
(10), (11) in (12) in potem tako spremenjene Enačbe (10), (11) in (12) vnesemo v Enačbo 
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      … (20) 
Enačba (20) nam podaja opis produktivnosti kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v 
sistemu dveh mešalnih bioreaktorjev za variabilno fiziološko stanje bakterije, torej za 
variabilne oz. spremenljive bakteriofagne rastne parametre. Podobno Enačba (19) podaja 
zvezo med koncentracijo bakteriofagov in hitrostjo redčenja v bioreaktorju »P« za variabilno 
fiziološko stanje bakterije. Podatek o koncentraciji bakteriofagov na iztoku iz bioreaktorja 
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4.4.1 Produktivnost kontinuirane proizvodnje pri variabilnem fiziološkem stanju 
bakterij 
 
Preglednica 13 prikazuje rezultate določanja produktivnosti kontinuirane proizvodnje 
bakteriofagov pri variabilnem fiziološkem stanju, prikazane so eksperimentalno določene 
koncentracije bakteriofagov ter izračunane produktivnosti po Enačbi (15).  Iz rezultatov je 
razvidno, da izkazujeta tako koncentracija bakteriofagov kot produktivnost maksimum pri 
določeni hitrosti redčenja v bioreaktorju »P«. Koncentracija bakteriofagov je bila 
maksimalna pri DP = 3,0 h
-1, maksimalna produktivnost pa je bila dosežena pri DP = 3,6 h
-1. 
Hitrost redčenja v bioreaktorju »P«, pri kateri se doseže maksimalna produktivnost lahko 
poimenujemo tudi kot optimalna hitrost redčenja (Dopt). 
 
Preglednica 13: Rezultati prvega niza eksperimentov v sistemu dveh mešalnih bioreaktorjev (variabilno 
fiziološko stanje bakterije). Za določitev koncentracije bakteriofagov in izračun produktivnosti po Enačbi (15) 
smo za vsak naveden pogoj izvedli po tri neodvisne eksperimente. Rezultati so podani kot povprečne vrednosti 
± standardna deviacija. Relativna standardna deviacija (RSD) je bila enaka za posamezno koncentracijo 
bakteriofagov in produktivnost 
Table 13: Results of first type of experiments in cellstat (variable bacterial physiological state). Three cellstat 
experiments for each experimental condition were performed to determine phage concentration and calculate 
productivity using Equation (15). Results are shown as average values ± standard deviation. Relative standard 









(108 PFU mL-1) 
Produktivnost 
(108 PFU mL-1 h-1) 
RSD 
(%) 
0,10 0,24 1,20 0,59 ± 0,12 0,71 ± 0,15 21 
0,15 0,36 1,80 0,86 ± 0,21 1,55 ± 0,38 24 
0,20 0,48 2,40 1,12 ± 0,20 2,70 ± 0,47 17 
0,25 0,60 3,00 1,27 ± 0,28 3,81 ± 0,83 22 
0,30 0,72 3,60 1,12 ± 0,20 4,04 ± 0,73 18 
0,35 0,84 4,20 0,69 ± 0,14 2,90 ± 0,59 20 
0,40 0,96 4,80 0,30 ± 0,10 1,43 ± 0,48 33 
 
Enačbi (19) in (20) smo prilegali k eksperimentalnim podatkom koncentracije bakteriofagov 
in izračunani produktivnosti po Enačbi (15), opazili smo podobne trende kot smo jih določili 
pri eksperimentalnih podatkih. Sprva smo poskušali za opis eksperimentalih podatkov z 
Enačbo (19) in (20) uporabiti koeficiente enačb, ki smo jih določili v prejšnjem poglavju 
(koeficienti iz Preglednice 12), vendar nismo dobili najboljšega opisa – eksperimentalne 
vrednosti so bile prenizke v primerjavi s teoretično napovedjo modela. Ko pa smo pri 
reševanju Enačbe (19) in (20) spremenili le dva koeficienta, prvega za opis latentne periode 
iz Enačbe (11) – Lmin smo spremenili iz 25,5 na 33 min in drugega za opis brstnega števila 
iz Enačbe (12) – k smo spremenili iz 89,532 na 40 PFU celica-1 h, smo opazili zelo dobro 
ujemanje eksperimentalnih podatkov s teoretično napovedjo modela. Preglednica 14 vsebuje 
vrednosti koeficientov enačb, ki smo jih uporabili pri opisu z Enačbo (19) in (20). Slika 20 
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prikazuje rezultate produktivnosti kontinuirane proizvodnje bakteriofagov pri variabilnem 
fiziološkem stanju bakterij. Eksperimentalni podatki se dobro ujemajo s teoretično 
napovedjo modela. 
 
Preglednica 14: Optimizirani koeficienti enačb uporabljeni pri opisu 
Table 14: Optimized fitting equation coefficients used for description  
          Konstanta adsorpcije     Latentna perioda          Brstno število 
δmax 5,00∙10-9 mL min-1 Klat 0,145 h-1 k 40 PFU celica-1 h 
δ' 4,75∙10-9 mL min-1 Lmin 33 min    
Kads 0,060 h-1            
 
 
Slika 20: Koncentracija in produktivnost bakteriofagov kot funkcija hitrosti redčenja v bioreaktorju »P« za 
variabilno fiziološko stanje bakterij (prvi niz eksperimentov). Eksperimentalni podatki: črni trikotniki z 
intervali napak ponazarjajo koncentracijo bakteriofagov, črne pike z intervali napak pa ponazarjajo 
produktivnost. Teoretični podatki: črna prekinjena črta ponazarja napoved modela po Enačbi (19) za 
koncentracijo bakteriofagov, črna polna črta pa predstavlja napoved modela po Enačbi (20) za produktivnost. 
Figure 20: Concentration and productivity of phages as a function of dilution rate in bioreactor “P” for variable 
bacterial physiological state (first type of experiments). Experimental data: black triangles with error bars 
represent phage concentration, while black dots with error bars represent productivity. Theoretical data: black 
dotted line represents model prediction of Equation (19) for phage concentration, while black solid line 
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4.4.2 Produktivnost kontinuirane proizvodnje pri konstantnem fiziološkem stanju 
bakterij 
 
Ko smo predhodno uspeli dobro opisati eksperimentalne podatke z optimizacijo koeficientov 
enačb pri variabilnem fiziološkem stanju bakterij (Preglednica 14), smo želeli preveriti ali 
je bila taka optimizacija koeficientov upravičena. Izvedli smo drugi niz eksperimentov, pri 
katerem smo ohranili konstanten pretok skozi oba bioreaktorja, spreminjali pa smo delovni 
volumen bioreaktorja »P«. Pri tem smo ohranili konstantno hitrost redčenja v bioreaktorju 
»C« (konstantno fiziološko stanje bakterij), obenem pa spreminjali hitrost redčenja v 
bioreaktorju »P« preko spreminjanja delovnega volumna bioreaktorja »P«. Preglednica 15 
vsebuje rezultate določanja produktivnosti kontinuirane proizvodnje bakteriofagov pri 
konstantnem fiziološkem stanju, prikazane so eksperimentalno določene koncentracije 
bakteriofagov ter izračunane produktivnosti po Enačbi (15). Iz rezultatov je razviden 
maksimum produktivnosti, kar sovpada s trendom produktivnosti pri variabilnem 
fiziološkem stanju bakterije, medtem ko maksimum za koncentracijo bakteriofagov ni 
prisoten, saj koncentracija bakteriofagov pada z višanjem hitrosti redčenja v bioreaktorju 
»P« pri konstantnem fiziološkem stanju bakterij. Omenjen trend je različen v primerjavi z 
opaženim trendom koncentracije bakteriofagov pri variabilnem fiziološkem stanju bakterije. 
 
Preglednica 15: Rezultati drugega niza eksperimentov v sistemu dveh mešalnih bioreaktorjev (konstantno 
fiziološko stanje bakterije). Za določitev koncentracije bakteriofagov in izračun produktivnosti po Enačbi (15) 
smo za vsak naveden pogoj izvedli po tri neodvisne eksperimente. Rezultati so podani kot povprečne vrednosti 
± standardna deviacija. Relativna standardna deviacija (RSD) je bila enaka za posamezno koncentracijo 
bakteriofagov in produktivnost 
Table 15: Results of second type of experiments in cellstat (constant bacterial physiological state). Three 
cellstat experiments for each experimental condition were performed to determine phage concentration and 
calculate productivity using Equation (15). Results are shown as average values ± standard deviation. Relative 









 (108 PFU mL-1) 
Produktivnost 
(108 PFU mL-1 h-1) 
RSD 
(%) 
0,35 0,84 4,20 0,65 ± 0,12 2,88 ± 0,52 19 
0,35 0,84 3,50 1,61 ± 0,40 5,73 ± 1,41 25 
0,35 0,84 3,00 2,57 ± 0,57 7,52 ± 1,72 22 
0,35 0,84 2,63 3,65 ± 0,82 9,57 ± 2,14 22 
0,35 0,84 2,10 5,00 ± 0,83 10,36  ± 1,74 17 
0,35 0,84 1,40 6,81 ± 1,27 9,53 ± 1,77 19 
0,35 0,84 0,84 8,88 ± 1,20 7,46 ± 1,01 14 
 
Za izbran pretok 0,35 mL min-1 oz. hitrosti redčenja v bioreaktorju »C« 0,84 h-1 smo 
izračunali vrednosti konstantnih bakteriofagnih rastnih parametrov s pomočjo ustreznih 
Enačb (10), (11) in (12), uporabili smo iste vrednosti koeficientov v enačbah kot v primeru 
variabilnega fiziološkega stanja (Preglednica 14). Konstanta adsorpcije je znašala 5,67∙10-10 
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mL min-1, latentna perioda 38,7 min ter brstno število 33,6 PFU celica-1. Eksperimentalne 
podatke koncentracije bakteriofagov ter produktivnosti smo nato opisali s pomočjo Enačb 
(16) in (17), v katere smo vstavili poprej izračunane vrednosti konstantnih bakteriofagnih 
rastnih parametrov (δ = 5,67∙10-10 mL min-1, L = 38,7 min, b = 33,6 PFU celica-1). Slika 21 
prikazuje rezultate produktivnosti kontinuirane proizvodnje bakteriofagov pri konstantnem 




Slika 21: Koncentracija in produktivnost bakteriofagov kot funkcija hitrosti redčenja v bioreaktorju »P« za 
konstantno fiziološko stanje bakterij (drugi niz eksperimentov). Eksperimentalni podatki: črni trikotniki z 
intervali napak ponazarjajo koncentracijo bakteriofagov, črne pike z intervali napak pa ponazarjajo 
produktivnost. Teoretični podatki: črna prekinjena črta ponazarja napoved modela po Enačbi (16) za 
koncentracijo bakteriofagov, črna polna črta pa predstavlja napoved modela po Enačbi (17) za produktivnost. 
Figure 21: Concentration and productivity of phages as a function of dilution rate in bioreactor “P” for constant 
bacterial physiological state (second type of experiments). Experimental data: black triangles with error bars 
represent phage concentration, while black dots with error bars represent productivity. Theoretical data: black 
dotted line represents model prediction of Equation (16) for phage concentration, while black solid line 
represents model prediction of Equation (17) for productivity of phages 
 
Rezultati iz Slike 21 nakazujejo, da se je v našem primeru maksimalna produktivnost dosegla 
pri vrednosti Dopt okrog 2,0 h
-1. V literaturi je bilo nakazano, da je optimalna hitrost redčenja 
(Dopt) funkcija brstnega števila in latentne periode pri nizkih vrednostih brstnega števila. Pri 
vrednostih brstnega števila nad 100 PFU celica-1, pa postane Dopt neodvisna od brstnega 





     … (21) 
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Vrednost Dopt, izračunana s pomočjo Enačbe (21) za L = 0,645 h (38,7 min), bi torej znašala 
2,48 h-1, kar se ne sklada z eksperimentalnimi podatki. Ker pa v našem primeru brstno število 
pri konstantnem fiziološkem stanju bakterij ni preseglo vrednost 100 PFU celica-1 (brstno 
število je znašalo 33,6 PFU celica-1), ne moremo uporabiti Enačbe (21) za izračun Dopt. Za 
oceno vrednosti Dopt smo v našem primeru uporabili Enačbo (17), v katero smo ob 
konstantnih vrednostih koeficienta δ = 5,67∙10-10 mL min-1 in L = 38,7 min, varirali vrednosti 
brstnega števila. Slika 22 prikazuje  naraščanje vrednosti Dopt z naraščanjem brstnega števila 
za vrednosti pod 100 PFU celica-1. V našem primeru je bila za brstno število 33,6 PFU celica-
1, vrednost teoretične optimalne hitrosti redčenja odčitana iz Slike 22 ter določena na 2,1 h-




Slika 22: Simulacija Enačbe (17) – vpliv brstnega števila na optimalno hitrost redčenja za izbrano latentno 
periodo in konstanto adsorpcije pri konstantnem fiziološkem stanju bakterij (drugi niz eksperimentov). Črna 
polna črta predstavlja korelacijo med brstnim številom in optimalno hitrostjo redčenja za latentno periodo 38,7 
min in konstantno adsorpcije 5,67∙10-10 mL min-1. Teoretična optimalna hitrost redčenja je bila za brstno število 
33,6 PFU celica-1 ocenjena na 2,1 h-1 
Figure 22: Simulation of Equation (17) - influence of burst size on optimal dilution rate for specific latent 
period and adsorption constant for constant bacterial physiological state (second type of experiments). Black 
solid line represents the obtained correlation between burst size and optimal dilution rate for latent period of 
38,7 min and adsorption constant of 5,67∙10-10 mL min-1. Theoretical optimal dilution rate for burst size of 33,6 
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4.5 VPLIV POSAMEZNIH SPREMENLJIVK NA PRODUKTIVNOST 
KONTINUIRANE PROIZVODNJE BAKTERIOFAGOV V DVEH 
ZAPOREDNIH MEŠALNIH BIOREAKTORJIH 
 
V prejšnjem poglavju smo pokazali, da smo ob upoštevanju optimiziranih koeficientov 
(Preglednica 14) uspeli zelo dobro opisati eksperimentalne podatke s teoretičnmi napovedmi 
ustreznih Enačb (19) in (20) za koncentracijo bakteriofagov in produktivnost pri variabilnem 
fiziološkem stanju bakterije. Iste optimizirane koeficiente smo uporabili tudi v Enačbah (16) 
in (17) za opis koncentracije bakteriofagov in produktivnosti pri konstantnem fiziološkem 
stanju bakterije, kjer smo tudi uspeli zelo dobro opisati eksperimentalne podatke s 
teoretičnimi napovedmi. Optimizacija vrednosti koeficientov se je tako izkazala za 
upravičeno, obenem pa smo dobili potrditev, da z omenjenimi enačbami lahko zelo dobro 
opišemo koncentracijo bakteriofagov in produktivnost kontinuirane proizvodnje 
bakteriofagov v dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjih za variabilno in konstantno 
fiziološko stanje.  
 
Nadalje nas je tako zanimal vpliv posameznih koeficientov enačb in bakteriofagnih rastnih 
parametrov na produktivnost kontinuirane proizvodnje bakteriofagov pri variabilnem in 
konstantnem fiziološkem stanju bakterij. Izvedli smo simulacijo, pri kateri smo v Enačbi 
(20) in (17) za opis produktivnosti obeh fizioloških stanj spreminjali posamezne koeficiente 
enačb ali bakteriofagne rastne parametre ter pri tem preučevali vpliv posameznih sprememb 
spremenljivk na produktivnost. V simulaciji smo spreminjali le eno spremenljivko naenkrat, 
vse ostale spremenljivke so ostale enake. Vsaka spremenljivka je bila v simulaciji 
uporabljena kot n-kratnik vrednosti določene pri prileganju eksperimentalnih podatkov, pri 
čemer je n predstavljal število 0,5, 1, 2, 3, ali 4. Na ta način smo lahko določili katera izmed 
spremenljivk ima največji vpliv na produktivnost. 
 
4.5.1 Vpliv koeficientov enačb na produktivnost kontinuirane proizvodnje 
bakteriofagov pri variabilnem fiziološkem stanju bakterij 
 
Rezultati vpliva posameznih koeficientov enačb na produktivnost kontinuirane proizvodnje 
pri variabilnem fiziološkem stanju bakterij z Enačbo (20) so prikazani na Sliki 23A. Sliki 
23B in 23C pa predstavljata vpliv posameznega koeficienta enačbe na optimalno hitrost 
redčenja (Dopt) ter maksimalno produktivnost. Vrednosti koeficientov δmax, δ
', in Kads iz 
Enačbe (10) za konstanto adsorpcije niso prikazane na Sliki 23A zaradi zanemarljivega 
vpliva na produktivnost. Upoštevati je tudi potrebno, da rezultati nekaterih relativnih 
vrednosti posameznih spremenljivk niso prikazani na Sliki 23B in 23C zaradi dosega hitrosti 
redčenja, pri kateri že pride do izpiranja bakterije iz sistema. 
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Slika 23: Vpliv koeficientov enačb na produktivnost pri variabilnem fiziološkem stanju bakterije (prvi niz 
eksperimentov). Simulacija Enačbe (20) je bila izvedena ob spreminjanju le enega koeficienta enačb naenkrat, 
vsi ostali koeficienti so ostali enaki. Vsak koeficient enačb je bil uporabljen v simulaciji kot n-kratnik (0,5, 1, 
2, 3, ali 4) vrednosti določene pri prileganju eksperimentalnih podatkov (relativna vrednost spremenljivke). 
(A) Učinek koeficientov enačb Klat, Lmin in k na produktivnost. Črna poudarjena polna črta predstavlja napoved 
modela za produktivnost ob upoštevanju prvotno določenih koeficientov enačb (relativna vrednost 1), medtem 
ko različne prekinjene črne črte označujejo produktivnost za ostale relativne vrednosti posameznih 
spremenljivk. Vrednosti δmax, δ’, in Kads niso prikazane zaradi zanemarljivega vpliva. (B) Vpliv relativne 
vrednosti vsake od spremenljivk na optimalno hitrost redčenja - Dopt in (C) vpliv relativne vrednosti vsake od 
spremenljivk na maksimalno produktivnost. Upoštevati je potrebno, da rezultati nekaterih relativnih vrednosti 
posameznih spremenljivk niso prikazani zaradi dosega hitrosti redčenja, ko pride do izpiranja bakterije 
Figure 23: Effect of equation coefficients on productivity for variable bacterial physiological state (first type 
of experiments). Simulation of Equation (20) was performed by changing only one equation coefficient at once, 
all other variables remained the same. Each equation coefficient was used in simulation as n-multiple (0.5, 1, 
2, 3, or 4) of values determined by fitting experimental data (e.g., relative value of variable). (A) Effect of Klat, 
Lmin and k on productivity of cellstat. Black thick solid line represent model prediction for productivity of 
cellstat for initially determined equation coefficient (relative value of 1), while different discontinued lines 
represent productivity of cellstat for other relative values. Effects of δmax, δ’, and Kads are not presented here 
due to negligible impact. (B) Influence of relative value of each variable on Dopt and (C) influence of relative 
value of each variable on maximal productivity, respectively. Note that results for some relative values of 
specific equation coefficient are not shown, being zero due to washout 
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4.5.2 Vpliv bakteriofagnih rastnih parametrov na produktivnost kontinuirane 
proizvodnje bakteriofagov pri konstantnem fiziološkem stanju bakterij 
 
Rezultati vpliva posameznih bakteriofagnih rastnih parametrov na produktivnost 
kontinuirane proizvodnje pri konstantnem fiziološkem stanju bakterij z Enačbo (17) so 
prikazani na Sliki 24A. Sliki 24B in 24C pa predstavljata vpliv posameznega 




Slika 24: Vpliv bakteriofagnih rastnih parametrov na produktivnost pri konstantnem fiziološkem stanju 
bakterije (drugi niz eksperimentov). Simulacija Enačbe (17) je bila izvedena ob spreminjanju le enega 
bakteriofagnega rastnega parametra naenkrat, vse ostale spremenljivke so ostale enake. Vsak bakteriofagni 
rastni parameter je bil uporabljen v simulaciji kot n-kratnik (0,5, 1, 2, 3, ali 4) vrednosti določene pri prileganju 
eksperimentalnih podatkov (relativna vrednost spremenljivke). (A) Učinek konstante adsorpcije, latentne 
periode in brstnega števila na produktivnost. Črna poudarjena polna črta predstavlja napoved modela za 
produktivnost ob upoštevanju prvotno določenih bakteriofagnih rastnih parametrov (relativna vrednost 1), 
medtem ko različne prekinjene črne črte označujejo produktivnost za ostale relativne vrednosti posameznih 
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spremenljivk. (B) Vpliv relativne vrednosti vsake od spremenljivk na optimalno hitrost redčenja - Dopt in (C) 
vpliv relativne vrednosti vsake od spremenljivk na maksimalno produktivnost.  
Figure 24: Effect of phage growth parameters on productivity for constant bacterial physiological state (second 
type of experiments). Simulation of Equation (17) was performed by changing only one phage growth 
parameter at once, all other variables remained the same. Each phage growth parameter was used in simulation 
as n-multiple (0.5, 1, 2, 3 or 4) of values determined by fitting experimental data (e.g., relative value of 
variable). (A) Effect of adsorption constant, latent period and burst size on productivity of cellstat. Black thick 
solid line represent model prediction for productivity of cellstat for initially determined phage growth 
parameters (relative value of 1), while different discontinued lines represent productivity of cellstat for other 
relative values. (B) Influence of relative value of each variable on Dopt and (C) influence of relative value of 
each variable on maximal productivity, respectively 
 
4.6 VPLIV POSAMEZNIH SPREMENLJIVK NA KONCENTRACIJO 
BAKTERIOFAGOV PRI KONTINUIRANI PROIZVODNJO BAKTERIOFAGOV 
V DVEH ZAPOREDNIH MEŠALNIH BIOREAKTORJIH 
 
4.6.1 Vpliv koeficientov enačb ter bakteriofagnih rastnih parametrov na 
koncentracijo bakteriofagov pri kontinurini proizvodnji bakteriofagov za 
variabilno in konstatno fiziološko stanje bakterij 
 
Zanimal nas je tudi vpliv posameznih koeficientov enačb in bakteriofagnih rastnih 
parametrov na koncentracijo bakteriofagov pri kontinuirani proizvodnji bakteriofagov za 
variabilno in konstantno fiziološko stanje bakterij. Izvedli smo podobno simulacijo kot pri 
produktivnosti, namreč v Enačbi (19) in (16) za opis koncentracije bakteriofagov pri obeh 
fizioloških stanjih smo spreminjali posamezne koeficiente enačb ali bakteriofagne rastne 
parametre ter pri tem preučevali vpliv posameznih sprememb spremenljivk na koncentracijo 
bakteriofagov. V simulaciji smo naenkrat spreminjali le eno spremenljivko naenkrat, vse 
ostale spremenljivke so ostale enake. Vsaka spremenljivka je bila v simulaciji uporabljena 
kot n-kratnik vrednosti določene pri prileganju eksperimentalnih podatkov, pri čemer je n 
predstavljal število 0,5, 1, 2, 3, ali 4. Na ta način smo lahko določili katera izmed 
spremenljivk ima največji vpliv na koncentracijo bakteriofagov. Rezultati vpliva 
koeficientov enačb na koncentracijo bakteriofagov za variabilno fiziološko stanje bakterij so 
prikazani na Sliki 25A, rezultati učinka bakteriofagnih rastnih parametrov na koncentracijo 
bakteriofagov za konstantno fiziološko stanje bakterij pa so prikazani na Sliki 25B. Iz 
primerjave Slike 25A in 25B je tudi zelo dobro razvidna razlika v trendih koncentracije 
bakteriofagov za variabilno in konstantno fiziološko stanje bakterij. Pri variabilnem 
fiziološkem stanju bakterij opazimo maksimum koncentracije bakteriofagov, pri 
konstantnem pa maksimum ni prisoten. 
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Slika 25: Vpliv spremenljivk na koncentracijo bakteriofagov pri variabilnem ter konstantnem fiziološkem 
stanju bakterije. Simulaciji Enačbe (19) (prvi niz eksperimentov) ter Enačbe (16) (drugi niz eksperimentov) sta 
bili izvedeni ob spreminjanju le enega koeficienta enačbe ali bakteriofagnega rastnega parametra naenkrat, vse 
ostale spremenljivke so ostale enake. Vsaka spremenljivka je bila uporabljena v simulaciji kot n-kratnik (0,5, 
1, 2, 3, ali 4) vrednosti določene pri prileganju eksperimentalnih podatkov (relativna vrednost spremenljivke). 
(A) Učinek koeficientov enačb Klat, Lmin in k na koncentracijo bakteriofagov pri variabilnem fiziološkem stanju 
bakterije. Črna poudarjena polna črta predstavlja napoved modela za koncentracijo bakteriofagov ob 
upoštevanju prvotno določenih koeficientov enačb (relativna vrednost 1), medtem ko različne prekinjene črne 
črte označujejo koncentracijo bakteriofagov za ostale relativne vrednosti posameznih spremenljivk. Vrednosti 
δmax, δ’, and Kads niso prikazane zaradi zanemarljivega vpliva. (B) Učinek konstante adsorpcije, latentne periode 
in brstnega števila na koncentracijo bakteriofagov pri konstantnem fiziološkem stanju bakterije. Črna 
poudarjena polna črta predstavlja napoved modela za koncentracijo bakteriofagov ob upoštevanju prvotno 
določenih bakteriofagnih rastnih parametrov (relativna vrednost 1), medtem ko različne prekinjene črne črte 
označujejo koncentracijo bakteriofagov za ostale relativne vrednosti posameznih spremenljivk.  
Figure 25: Effect of variables on phage concentration for variable and constant bacterial physiological state. 
Simulations of Equation (19) (first type of experiments) and Equation (16) (second type of experiments) were 
performed by changing only one equation coefficient or phage growth parameter at once, all other variables 
remained the same. Each variable was used in simulation as n-multiple (0.5, 1, 2, 3 or 4) of values determined 
by fitting experimental data (e.g., relative value of variable). (a) Effect of Klat, Lmin and k on phage concentration 
for variable bacterial physiological state. Black thick solid line represent model prediction for phage 
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concentration for initially determined equation coefficient (relative value of 1), while different discontinued 
lines represent phage concentration for other relative values. Effects of δmax, δ’, and Kads are not presented here 
due to negligible impact. (b) Effect of adsorption constant, latent period and burst size on phage concentration 
for constant bacterial physiological state. Black thick solid line represent model prediction for phage 
concentration for initially determined equation coefficient (relative value of 1), while different discontinued 
lines represent phage concentration for other relative values 
 
4.7 KONTINUIRANA PROIZVODNJA BAKTERIOFAGOV V SISTEMU DVEH 
ZAPOREDNIH BIOREAKTORJEV – MEŠALNEGA IN CEVNEGA 
BIOREAKTORJA 
 
Preizkusili smo tudi drugo različico kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v sistemu dveh 
zaporednih bioreaktorjev, pri kateri smo imeli sistem mešalnega in cevnega bioreaktorja. V 
mešalnem bioreaktorju smo gojili bakterijo, ki se je preko povezave stekala v cevni 
bioreaktor, kjer je prišlo do stika in posledično infekcije z bakteriofagi. Bakteriofage smo 
tako kot bakterijo kontinuirano dovajali v začetek cevnega bioreaktorja, vzdolž cevnega 
bioreaktorja pa je prihajalo do njihovega namnoževanja. Bakteriofage in bakterijo smo 
uvajali z enakim pretokom, tako da je bil pretok v cevnem bioreaktorju enak seštevku obeh 
oz. je znašal dvakratnik posameznega pretoka za bakterijo oz. bakteriofag. Ob konstantnem 
pretoku bakterije in bakteriofaga smo s spreminjanjem dolžine cevnega bioreaktorja vplivali 
na teoretični zadrževalni čas bakterije in bakteriofaga v cevnem bioreaktorju.  
 
4.7.1 Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov pri daljših teoretičnih zadrževalnih 
časih v cevnem bioreaktorju 
 
Izvedli smo preliminarni eksperiment v katerem smo želeli ugotoviti pri katerih teoretičnih 
zadrževalnih časih pride do maksimalne koncentracije bakteriofagov pri kontinuirani 
proizvodnji bakteriofagov v sistemu mešalnega in cevnega bioreaktorja in ali pride do 
ustalitve koncentracije po določenem teoretičnem zadrževalnem času. Pripravili smo cevni 
bioreaktor ustrezne dolžine, ki je zagotavljal maksimalni teoretični zadrževalni čas 300 min 
oz. 5 h. Slika 26 prikazuje rezultate koncentracije bakteriofagov pri daljših teoretičnih 
zadrževalnih časih za pretok 0,50 mL min-1 v cevnem bioreaktorju. Iz rezultatov je razvidno, 
da se je dosegla maksimalna koncentracija bakteriofagov že pri zadrževalnem času 60 min 
(prvo vzorčno mesto), koncentracija je bila med zadrževalnim časom 60 in 300 min ustaljena 
in znašala okrog 1-2∙109 PFU mL-1. Ker se je maksimalna koncentracija bakteriofagov 
dosegla že pri zadrževalnem času 60 min, smo pri naslednjih eksperimentih uporabljali cevni 
bioreaktor, ki je omogočal odvzem vzorcev tudi pri nižjih zadrževalnih časih. 
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Slika 26: Koncentracija bakteriofagov pri izbranih teoretičnih zadrževalnih časih za pretok 0,50 mL min-1 v 
cevnem bioreaktorju. Izvedli smo en eksperiment, vsaka koncentracija bakteriofagov pa je bila določena iz 
vsaj petih vzorcev. Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti z intervalom napake 
Figure 26: Concentration of phages at specific theoretical retention times for flow rate 0,50 mL min-1 in tubular 
bioreactor. One experiment was performed to determine phage concentrations, and each phage concentration 
was determined from at least five samples. Results are shown as average values with error bars 
 
4.7.2 Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov pri različnih pretokih (različni 
fiziologiji oz. različni hitrosti rasti bakterij) v cevnem bioreaktorju 
 
Izvedli smo serijo eksperimentov kontinuirane proizvodnje bakteriofagov pri različnih 
pretokih v mešalnem bioreaktorju, posledično je bil tudi pretok v cevnem bioreaktorju 
različen. Pretoki v cevnem bioreaktorju so znašali 0,20, 0,40, 0,50, 0,60, in 0,80 mL min-1, 
kar ustreza hitrostim redčenja v mešalnem bioreaktorju: 0,24, 0,48, 0,60, 0,72 ter 0,96 h-1 – 
gre za enak razpon hitrosti redčenja, pri katerih smo izvedli eksperimente kontinuirane 
proizvodnje bakteriofagov v sistemu dveh mešalnih bioreaktorjev. Zanimalo nas je, kako 
različni pretoki oz. različna hitrost rasti bakterijskih celic vpliva na kontinuirano proizvodnjo 
bakteriofagov v sistemu mešalnega in cevnega bioreaktorja. Spremljali smo koncentracijo 
bakteriofagov in bakterij pri teoretičnih zadrževalnih časih 15, 30, 45, 60, 90, 120 in 180 
min v cevnem bioreaktorju. Preglednica 16 in Slika 27 prikazujeta rezultate koncentracije 
bakteriofagov v cevnem bioreaktorju pri izbranih teoretičnih zadrževalnih časih ter različnih 
pretokih. Preglednica 17 in Slika 28 pa predstavljata rezultate koncentracije bakterij v 
cevnem bioreaktorju pri izbranih teoretičnih zadrževalnih časih ter različnih pretokih.  
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Preglednica 16: Koncentracija bakteriofagov (106 PFU mL-1) pri izbranih teoretičnih zadrževalnih časih za 
različne pretoke v cevnem bioreaktorju. Za določitev koncentracije bakteriofagov smo izvedli po en 
eksperiment za vsak naveden pretok, vsaka koncentracija bakteriofagov pa je bila določena iz vsaj petih 
vzorcev. Rezultati so prikazani kot povprečje ± standardna deviacija, pretok v cevnem bioreaktorju (mL min-
1) pa predstavlja vsoto pretoka bakterije in bakteriofaga 
Table 16: Concentration of bacteriophages (106 PFU mL-1) at specific theoretical retention times for different 
flow rates in tubular bioreactor. One experiment for each flow rate was performed to determine phage 
concentration, and each phage concentration was determined from at least five samples. Results are shown as 
average values ± standard deviation, while flow rate in tubular bioreactor (mL min-1) represents the sum of 
flow rate of bacteria and flow rate of phages 






0 min 15 min 30 min 45 min 60 min 90 min 120 min 180 min 
0,20 1,2 ± 0,19 302 ± 54 428 ± 51 750 ± 150 1300 ± 299 1511 ± 272 1267 ± 177 1067 ± 224 
0,40 0,7 ± 0,11 598 ± 108 1400 ± 168 1333 ± 266 1475 ± 339 1700 ± 306 1478 ± 207 1279 ± 269 
0,50 0,6 ± 0,09 385 ± 69 633 ± 76 817 ± 163 953 ± 219 960 ± 173 1020 ± 143 1230 ± 258 
0,60 0,9 ± 0,13 169 ± 31 265 ± 312 653 ± 130 658 ± 151 1100 ± 198 900 ± 126 1060 ± 223 
0,80 0,8 ± 0,12 76 ± 14 249 ± 30 651 ± 130 1013 ± 233 942 ± 170 1146 ± 161 1267 ± 266 
 
 
Slika 27: Koncentracija bakteriofagov pri določenih teoretičnih zadrževalnih časih za različne pretoke v 
cevnem bioreaktorju (od 0,20 do 0,80 mL min-1). Za vsak naveden pretok smo izvedli po en eksperiment, vsaka 
koncentracija bakteriofagov pa je bila določena iz vsaj petih vzorcev. Rezultati so prikazani kot povprečne 
vrednosti z intervalom napake 
Figure 27: Concentration of phages at specific theoretical retention times for different flow rates in tubular 
bioreactor (from 0,20 to 0,80 mL min-1). One experiment for each flow rate was performed to determine phage 
concentration, and each phage concentration was determined from at least five samples. Results are shown as 
average values with error bars 
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Preglednica 17: Koncentracija bakterij (105 CFU mL-1) pri izbranih teoretičnih zadrževalnih časih za različne 
pretoke v cevnem bioreaktorju. Za določitev koncentracije bakteriofagov smo izvedli za vsak naveden pretok 
po en eksperiment, vsaka koncentracija bakterij pa je bila določena iz vsaj treh vzorcev. Rezultati so prikazani 
kot povprečje ± standardna deviacija, pretok v cevnem bioreaktorju (mL min-1) pa predstavlja vsoto pretoka 
bakterije in bakteriofaga 
Table 17: Concentration of bacteria (105 CFU mL-1) at specific theoretical retention times for different flow 
rates in tubular bioreactor. One experiment for each flow rate was performed to determine bacterial 
concentration, and each bacterial concentration was determined from three samples. Results are shown as 
average values ± standard deviation, while flow rate in tubular bioreactor (mL min-1) represents the sum of 
flow rate of bacteria and flow rate of phages 





0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 180 min 
0,20 1767 ± 265 911 ± 109 98 ± 23 14,8 ± 2,7 13,7 ± 1,9 23,7 ± 5,0 
0,40 1611 ± 242 778 ± 93 175 ± 40 21,3 ± 3,8 17,8 ± 2,5 30,3 ± 6,4 
0,50 1508 ± 226 689 ± 83 6,3 ± 1,5 7,4 ± 1,3 5,5 ± 0,8 19,9 ± 4,2 
0,60 1217 ± 183 956 ± 115 40,0 ± 9,0 8,6 ± 1,5 6,7 ± 0,9 28,9 ± 6,1 
0,80 1211 ± 182 721 ± 87 8,8 ± 2,0 5,7 ± 1,0 11,7 ± 1,6 17,8 ± 3,7 
 
 
Slika 28: Koncentracija bakterij pri določenih teoretičnih zadrževalnih časih za različne pretoke v cevnem 
bioreaktorju (od 0,20 do 0,80 mL min-1). Za vsak naveden pretok smo izvedli po en eksperiment, vsaka 
koncentracija bakterij pa je bila določena iz treh vzorcev. Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti z 
intervalom napake 
Figure 28: Concentration of bacteria at specific theoretical retention times for different flow rates in tubular 
bioreactor (from 0,20 to 0,80 mL min-1). One experiment for each flow rate was performed to determine 
bacterial concentration, and each bacterial concentration was determined from at three samples. Results are 
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Iz rezultatov je razvidno, da se je koncentracija bakteriofagov zelo hitro povišala, ob 
zadrževalnem času 15 min je tako bila koncentracija bakteriofagov 100 do 600-krat višja v 
primerjavi z začetno koncentracijo bakteriofagov (koncentracija 1∙106 PFU mL ob t=0). Po 
doseženih 60 min zadrževalnega časa v cevnem bioreaktorju pa se je koncentracija 
bakteriofagov neglede na pretok ustalila in dosegla maksimalno vrednost okrog 1∙109 PFU 
mL-1 pri vseh pretokih. Koncentracija bakterij pa se je iz začetne koncentracije 1,5∙108 CFU 
mL-1 zmanjšala za 70 do 300-krat na okrog 1∙106 CFU mL-1 ob zadrževalnem času 90 min v 
cevnem bioreaktorju. Pri večini izbranih pretokov se je koncentracija bakterij ustalila pri 
zadrževalnem času med 60 in 90 min, od zadrževalnega časa 120 min do 180 min pa je 
koncentracija bakterij začela nazaj naraščati.  
 
Zelo so nas presenetila dejstva, da se je koncentracija bakteriofagov zelo hitro povišala že 
pri zelo nizkih zadrževalnih časih (npr. 15 min), da so bili profili naraščanja koncentracij 
bakteriofagov zelo podobni ter da se je dosegla enaka maksimalna koncentracija 
bakteriofagov neodvisno od pretoka oz. rastne hitrosti bakterij. Želeli smo ugotoviti, zakaj 
opažamo tako visoke koncentracije bakteriofagov že pri nizkih zadrževalnih časih v cevnem 
bioreaktorju, zato smo v nadaljevanju izvedli dodatne eksperimente.  
 
4.7.3 Ugotavljanje ali je kisik limitni faktor, ki vpliva na fiziologijo bakterij in 
posledično povzroča hitro povišanje koncentracije bakteriofagov v cevnem 
bioreaktorju pri nizkih zadrževalnih časih 
 
Zaradi zasnove našega sistema za kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov, pri katerem smo 
vtok in iztok iz mešalnega bioreaktorja ter posledično gladino oz. delovni volumen 
bioreaktorja kontrolirali samo z eno peristaltično črpalko ter nepredušno zaprtim 
bioreaktorjem, bi lahko kisik predstavljal limitni faktor. Komprimiranega zraka nismo 
uvajali direktno v mešalni bioreaktor »C«, ampak najprej v posodo z LB gojiščem, kisik je 
torej v bioreaktor »C« prihajal preko dovajanja svežega LB gojišča. Kot eden od možnih 
razlogov za hitro povišanje koncentracij bakteriofagov pri nizkih zadrževalnih časih v 
cevnem bioreaktorju bi lahko torej bilo dovajanje kisika preko dovajanja bakteriofaga, ki se 
je nahajal v posodi s SM pufrom. Kisik je bil v posodi s SM pufrom in bakteriofagom 
normalno prisoten, saj pri eksperimentih posoda s bakteriofagi ni bila predhodno prepihana 
z inertnim plinom. Ker SM pufer ne vsebuje hranil, ki bi jih lahko bakterija uporabila za 
svojo rast, lahko torej le koncentracija topnega  kisika predstavlja pomemben dejavnik, ki bi 
lahko potencialno vplival na fiziologijo oz. rastno hitrost bakterij. Bakteriofag in bakterija 
sta se na začetku cevnega bioreaktorja združila, kisik iz SM pufra v katerem se je nahajal 
bakteriofag pa bi v primeru, če bi kisik predstavljal limitni faktor, lahko aktiviral bakterijske 
celice in spremenil fiziologijo celic oz. rastno hitrost bakterij, kar bi se posledično lahko 
odražalo pri hitrem povišanju koncentracije bakteriofagov pri nizkih zadrževalnih časih. Da 
bi preverili to hipotezo, smo izvedli eksperiment, pri katerem smo posodo s SM pufrom in 
bakteriofagom kontinuirano prepihovali z dušikom (N2) in na ta način izpodrinili kisik iz 
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posode. Slika 29 prikazuje primerjavo rezultatov koncentracij bakteriofagov in bakterij za 
eksperiment brez prepihovanja posode z bakteriofagi ter s prepihovanjem posode z N2. Iz 
Slike 29 je lepo razvidno, da kisik najverjetneje ne predstavlja limitnega faktorja v našem 
primeru, saj so trendi spreminjanja koncentracije bakteriofagov in bakterij za eksperiment 
brez in s prepihovanjem z N2 zelo podobni. Če bi kisik predstavljal limitni faktor, bi morali 
pri eksperimentu s prepihovanjem z N2 opaziti precej nižje koncentracije bakteriofagov, saj 
se zaradi odsotnosti kisika bakterijske celice ne bi aktivirale in spremenile fiziološkega 
stanja oz. rastne hitrosti bakterij. 
 
 
Slika 29: Primerjava koncentracij bakteriofagov (106 PFU mL-1) in bakterij (105 CFU mL-1) pri izbranih 
teoretičnih zadrževalnih časih za pretok 0,40 mL min-1 v cevnem bioreaktorju brez in s prepihovanjem posode 
z bakteriofagi z N2. Izvedli smo en eksperiment za vsak pretok, vsaka koncentracija bakteriofagov in bakterij 
pa je bila določena iz vsaj treh vzorcev. Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti z intervalom napake 
Figure 29: Comparison of concentration of phages (106 PFU mL-1) and bacteria (105 CFU mL-1) at specific 
theoretical retention times for flow rate 0,40 mL min-1 in tubular bioreactor without and with aeration with N2. 
One experiment for each flow rate was performed, and each phage and bacterial concentration was determined 
from at least three samples. Results are shown as average values with error bars 
 
4.7.4 Ugotavljanje ali je zadrževanje bakterij v cevnem bioreaktorju odgovorno za 
hitro povišanje koncentracije bakteriofagov v cevnem bioreaktorju pri nizkih 
zadrževalnih časih 
 
Zadrževanje bakterij v cevnem bioreaktorju preko lepljenja oz. tvorbe biofilma na steni 
cevnega bioreaktorja bi lahko pojasnilo hiter porast koncentracije bakteriofagov pri nizkih 
zadrževalnih časih. Bakterije bi se po tej hipotezi kontinuirano lepile na steno cevnega 
bioreaktorja, ob srečanju s bakteriofagom bi prišlo do infekcije in po preteku latentne periode 
do sproščenih na novo proizvedenih bakteriofagov, bakterijska celica bi se takrat razgradila, 
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na njeno mesto pa bi se prilepila nova bakterija. Koncentracija bakteriofagov bi tako 
naraščala že pri teoretičnih zadrževalnih časih, pri katerih ne bi smeli opaziti povišanja 
koncentracije bakteriofagov, ker bi ti zadrževalni časi bili nižji kot latentna perioda 
bakteriofaga. Teoretičen zadrževalni čas v bioreaktorju tako ne bi predstavljal dejanskega 
zadrževalnega časa bakterij v cevnem bioreaktorju, saj določen del bakterijskih celic ne bi 
potoval s pretokom. Z namenom preverbe hipoteze zadrževanja bakterij v cevnem 
bioreaktorju smo izvedli sledeč eksperiment. Najprej smo gojili bakterijo brez prisotnosti 
bakteriofaga čez noč v sistemu mešalnega in cevnega bioreaktorja z zadrževalnim časom 10 
min dokler se ni vzpostavilo ravnotežno stanje. Potem smo ustavili dotok bakterij v cevni 
bioreaktor in celoten cevni bioreaktor spirali 1 h s SM pufrom s takim pretokom, da se je 
volumen cevnega bioreaktorja v omenjenem času 6-krat zamenjal. Med spiranjem smo 
vsakih 10 minut odvzeli vzorec za določitev koncentracije bakterij. Po zaključenem spiranju 
smo v cevni bioreaktor začeli kontinuirano uvajati svež LB medij in pa bakteriofag. V 
primeru, da se bakterije ne bi zadrževale na stenah cevnega bioreaktorja, bi morali po 
kontinuiranem uvajanju bakteriofaga čez celoten razpon trajanja eksperimenta opaziti 
konstantno koncentracijo bakteriofagov.  
 
Slika 30 prikazuje rezultate preverbe hipoteze zadrževanja bakterij v cevnem bioreaktorju. 
Slika 30A vsebuje rezultate koncentracije bakterij med spiranjem cevnega bioreaktorja, 
medtem ko Slika 30B predstavlja koncentracijo bakteriofagov in bakterij kot funkcijo časa 
od začetka uvajanja bakteriofagov v cevni bioreaktor. Rezultati iz Slike 30A so pokazali, da 
je koncentracija bakterij v cevnem bioreaktorju iz začetne koncentracije okrog 1∙109 CFU 
mL-1 padla po 20 minutah spiranja s SM pufrom za 200-krat ter se ustalila na vrednosti 5∙106 
CFU mL-1. Koncentracij bakterij je pri nadaljnem spiranju do 60 min ostala konstantna. Ker 
je bil pretok pri spiranju enak 0,80 mL min-1 (pretok je bil enak maksimalnemu pretoku pri 
kontinuirani proizvodnji) in je cevni bioreaktor imel teoretični zadrževalni čas 10 min, je to 
pomenilo, da se je v 60 minutah spiranja celoten volumen v cevnem bioreaktorju šestkrat 
zamenjal. Že iz teh rezultatov je moč sklepati, da se kljub večkratnem spiranju cevnega 
bioreaktorja določen del bakterij vseeno zadrži v bioreaktorju, kar se seveda lahko dogaja 
tudi pri samem obratovanju kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v cevnem bioreaktorju. 
Rezultati iz Slike 30B pa so pokazali, da je prišlo po uvajanju bakteriofagov v predhodno 
spranem cevnem bioreaktorju do pomnoževanja bakteriofagov pri nizkem teoretičnem 
zadrževalnem času, kar potrjuje hipotezo o zadrževanju bakterij na stenah cevnega 
bioreaktorja. Koncentracija bakteriofagov je bila prvih 10 minut od začetka uvajanja 
bakteriofagov v cevni bioreaktor nič (bakteriofagi so v tem času ravno prepotovali celoten 
cevni bioreaktor), od časovne točke 15 do 45 minut je bila koncentracija enaka okrog 1∙106 
PFU mL-1, kar ustreza začetni koncentraciji vhodnega bakteriofaga. Koncentracija 
bakteriofagov je potem začela naraščati in se ustalila po 255 min od začetka uvajanja 
bakteriofagov na maksimalni koncentraciji 1∙1010 PFU mL-1. Koncentracija bakterij pa je 
bila prvih 10 min od začetka uvajanja bakteriofagov v cevni bioreaktor konstantna (okrog 
1∙107 CFU mL-1), potem je do 35 min padala, med 35 in 55 min naraščala ter dosegla 
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maksimalno koncentracijo 2∙108 CFU mL-1, pri 60 min ponovno padla ter med časom 60 in 





Slika 30: Preverba hipoteze zadrževanja bakterij v cevnem bioreaktorju. (A) Koncentracija bakterij (104 CFU 
mL-1) na iztoku iz cevnega bioreaktorja po določenem času spiranja reaktorja. Cevni bioreaktor s teoretičnem 
zadrževalnim časom 10 minut smo spirali 1 uro s SM pufrom s pretokom 0,80 mL min-1, kar pomeni, da se je 
v reaktorju v tem času volumen tekočine zamenjal 6-krat. (B) Koncentracija bakteriofagov (105 PFU mL-1) in 
bakterij (104 PFU mL-1) na iztoku iz cevnega bioreaktorja v odvisnosti od pretečenega časa od začetka uvajanja 
bakteriofagov v cevni bioreaktor. Bakteriofage smo uvajali v cevni bioreaktor s pretokom 0,40 mL min-1, z 
istim pretokom smo v cevni reaktor uvajali tudi sveže LB gojišče, tako da je skupni pretok v cevnem 
bioreaktorju znašal 0,80 mL min-1 
Figure 30: Verification of hypothesis of bacterial retention in tubular bioreactor. (A) Concentration of bacteria 
(104 CFU mL-1) at the outflow of tubular bioreactor after rinsing the reactor for certain time. Tubular bioreactor 
with theoretical retention time of 10 min was being rinsed for 1 hour with flow rate 0,40 mL min-1 using SM 
buffer, meaning that the liquid in tubular bioreactor was changed 6 times in that time. (B) Concentration of 
phages (105 CFU mL-1) and bacteria (104 CFU mL-1) at the outflow of tubular bioreactor as a function of elapsed 
time after introduction of bacteriophages in tubular bioreactor. Bacteriophages were being introduced in tubular 
bioreactor with flow rate 0,40 mL min-1, and LB medium with the same flow rate as well, meaning that the 
total flow rate in tubular bioreactor was 0,80 mL min-1 
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4.7.5 Primerjava kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v sistemu mešalnega in 
cevnega bioreaktorja s šaržnim gojenjem bakteriofagov v erlenmajerici 
 
Izvedli smo tudi vzporeden eksperiment pri katerem smo bakteriofage gojili kontinuirano v 
sistemu mešalnega in cevnega bioreaktorja, obenem pa smo bakteriofage gojili tudi šaržno 
v erlenmajerici. Primerjali smo kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov s šaržnim gojenjem 
bakteriofagov v erlenmajerici, zanimale so nas morebitne razlike v koncentraciji 
bakteriofagov in bakterij pri različnih časovnih točkah za oba načina proizvodnje 
bakteriofagov, na istih vzorcih pa smo naredili tudi kromatografsko ločbo bakteriofagov ter 
nečistot (bakterijska gDNK, proteini, fragmenti bakterijske DNK ter celične stene) s HPLC 
sistemom ter primerjali rezultate med seboj. Vzorce iz obeh načinov proizvodnje smo 
pogledali tudi na agarozni gelski elektroforezi, zanimale so nas morebitne razlike v profilu 
nečistot bakterijske DNK (npr. ali prihaja do razlik v ločevanju bakterijske gDNK glede na 
način proizvodnje).    
 
4.7.5.1 Koncentracija bakteriofagov in bakterij pri vzorcih iz kontinuirane proizvodnje 
bakteriofagov ter šaržnega gojenja bakteriofagov v erlenmajerici 
 
Slika 31 prikazuje rezultate primerjave kontinuirane proizvodnje s šaržnim gojenjem 
bakteriofagov, pri čemer Slika 31A prikazuje koncentracijo bakteriofagov in bakterij v 
odvisnosti od teoretičnega zadrževalnega časa v cevnem bioreaktorju za kontinuirano 
proizvodnjo, medtem ko Slika 31B prikazuje koncentracijo bakteriofagov in bakterij v 
odvisnosti od časa od dodatka bakteriofagov k bakterijam za šaržno gojenje. Rezultati iz 
Slike 31A so pokazali, da se je pri kontinuirani proizvodnji bakteriofagov nekje ob 
teoretičnem zadrževalnem času 60 min v cevnem bioreaktorju vzpostavila maksimalna 
koncentracija bakteriofagov, ki je znašala 1∙109 PFU mL-1, medtem ko se je koncentracija 
bakterij znižala iz začetne koncentracije (1,5∙108 CFU mL-1) za 150-krat ter se ob 
teoretičnem zadrževalnem času 60 min ustalila na 1∙106 CFU mL-1. Pri šaržnem gojenju 
bakteriofagov v erlenmajerici (Slika 31B) pa se je koncentracija bakteriofagov ustalila ob 
času 180 min od dodatka bakteriofagov k bakteriji, takrat se je tudi dosegla maksimalna 
koncentracija 3∙1010 PFU mL-1. Koncentracija bakterij se je znižala iz začetne koncentracije 
(1,7∙108 CFU mL-1) za 17000-krat ter se ob času 60 min od dodatka bakteriofagov k bakterij 
ustalila na 1∙104 CFU mL-1. Če primerjamo dosežene maksimalne koncentracije 
bakteriofagov pri obeh načinih proizvodnje, lahko opazimo, da je bila maksimalna 
koncentracije bakteriofagov pri šaržnem gojenju 30-krat višja kot pri kontinuirani 
proizvodnji. Pri šaržnem gojenju so se koncentracije bakterij za približno 100-krat bolj 
znižale kot pri kontinuirani proizvodnji. 
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Slika 31: Primerjava koncentracij bakteriofagov (106 PFU mL-1) in bakterij (104 PFU mL-1) za (A) kontinuirano 
gojenje v cevnem bioreaktorju s pretokom 0,80 mL min-1 v odvisnosti od teoretičnega zadrževalnega časa v 
cevnem bioreaktorju in (B) šaržno gojenje v erlenmajerici v odvisnosti od časa od dodatka bakteriofagov k 
bakteriji. Izvedli smo en vzporedni eksperiment, vsaka koncentracija bakteriofagov in bakterij je bila določena 
iz enega vzorca v treh paralelah. Rezultati so prikazani kot povprečje z intervalom napake 
Figure 31: Comparison of concentration of bacteriophages (106 PFU mL-1) and bacteria (104 PFU mL-1) for 
(A) continuous cultivation in tubular bioreactor with flow rate 0,80 mL min-1 as a function of theoretical 
retention time in tubular bioreactor and (B) batch cultivation in shaking flask as a function of time from addition 
of bacteriophages to bacteria. One parallel experiment was performed, each concentration of bacteriophages 
and bacteria was determined from one sample in triplicates. Results are presented as average with error bars 
 
4.7.5.2 Kromatografska ločba bakteriofagov in nečistot iz kontinuirane proizvodnje 
bakteriofagov ter šaržnega gojenja bakteriofagov v erlenmajerici 
 
Nadalje nas je zanimalo ali obstaja razlika v kromatografski ločbi vzorcev iz kontinuirane 
proizvodnje bakteriofagov v primerjavi s šaržnim gojenjem v erlenmajerici. Na HPLC 
sistemu smo analizirali vzorce pri različnih časovnih točkah za oba načina proizvodnje. Slika 
32 prikazuje rezultate kromatografske ločbe bakteriofagov in nečistot za kontinuirano 
proizvodnjo bakteriofagov. Sliki 32A in 32B predstavljata izseka kromatograma za 
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absorpcijo pri 280 nm in 254 nm, medtem ko Sliki 32C in 32D ponazarjata višine vrhov 1 
in 2 v odvisnosti od teoretičnega zadrževalnega časa v cevnem bioreaktorju. Iz rezultatov je 
razvidno, da se kromatogram pri obeh valovnih dolžinah tekom celotnega razpona 
teoretičnega zadrževalnega časa v cevnem bioreaktorju ne spreminja oz. je konstanten. 
Omenjeno dejstvo še podkrepijo rezultati višin vrhov 1 in 2 pri obeh valovnih dolžinah, ki 
so bili konstantni za celotno območje. 
 
 
Slika 32: Kromatografska ločba za kontinuirano gojenje baktreriofagov v cevnem bioreaktorju pri različnih 
teoretičnih zadrževalnih časih v cevnem bioreaktorju. Pri ločbi na HPLC-ju smo uporabili CIM® QA 0,34 mL 
monolitni disk, pretok 2 mL min-1, gradient: 4 min 100% pufra B, pufer A: 20 mM TRIS pH=7,5, pufer B: 1,5 
M NaCl v 20 mM TRIS pH=7,5, volumen injiciranja: 0,5 mL sterilno filtriranega vzorca. Prikaz izseka 
kromatograma za (A) absorpcijo pri 280 nm in (B) absorpcijo pri 254 nm. Višine vrhov 1 pri 11,3 mL in 2 pri 
12,3 mL v odvisnosti od teoretičnega zadrževalnega časa v cevnem bioreaktorju so prikazane za (C) absorpcijo 
pri 280 nm ter (D) absorpcijo pri 254 nm 
Figure 32: Chromatographic separation for continuous cultivation of bacteriophages in tubular bioreactor at 
selected theoretical retention times in tubular bioreactor. For HPLC separation CIM® QA 0,34 mL monolitic 
disk, flow rate: 2  mL min-1, gradient: 4 min 100% buffer B was used. Buffer A: 20 mM TRIS pH=7,5, buffer 
B: 1,5 M NaCl in 20 mM TRIS pH=7,5, injection volume: 0,5 mL of sterile filtered sample. Display of part of 
chromatogram for (A) absorption at 280 nm and (B) absorption at 254 nm. The heights of peaks 1 at 11,3 mL 
and 2 at 12,3 mL as a function of theoretical retention times in tubular bioreactor are shown for (C) absorption 
at 280 nm and (D) absorption at 254 nm 
 
Z istimi nastavitvami na HPLC sistemu (CIM® QA 0,34 mL monolitni disk, linearni gradient 
4 min 100% pufra B, volume injiciranega vzorca 0,5 mL) smo analizirali tudi vzorce iz 
šaržnega gojenja. Slika 33 prikazuje rezultate kromatografske ločbe za šaržno gojenje. Sliki 
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33A in 33B predstavljata izseka kromatograma za absorpcijo pri 280 nm in 254 nm, medtem 
ko Sliki 33C in 33D ponazarjata višine vrhov 1 in 2 v odvisnosti od časa od dodatka 
bakteriofagov k bakteriji. Rezultati kažejo, da pri šarženem gojenju prihaja do sprememb v 
kromatogramu v odvisnosti od časa od dodatka bakteriofagov k bakteriji. Višine vrhov 1 in 
2 niso konstantne kot v primeru kontinuirane proizvodnje, ampak se spreminjajo – višina 




Slika 33: Kromatografska ločba za šaržno gojenje baktreriofagov v erlenmajerici pri različnih časih od dodatka 
bakteriofagov k bakteriji. Pri ločbi na HPLC-ju smo uporabili CIM® QA 0,34 mL monolitni disk, pretok 2 mL 
min-1, gradient: 4 min 100% pufra B, pufer A: 20 mM TRIS pH=7,5, pufer B: 1,5 M NaCl v 20 mM TRIS 
pH=7,5, volumen injiciranja: 0,5 mL sterilno filtriranega vzorca. Prikaz izseka kromatograma za (A) absorpcijo 
pri 280 nm in (B) absorpcijo pri 254 nm. Višine vrhov 1 pri 11,3 mL in 2 pri 12,3 mL v odvisnosti od časa od 
dodatka bakteriofagov k bakteriji so prikazane za (C) absorpcijo pri 280 nm ter (D) absorpcijo pri 254 nm 
Figure 33: Chromatographic separation for batch cultivation of bacteriophages in shaking flask at times from 
addition of bacteriophages to bacteria. For HPLC separation CIM® QA 0,34 mL monolitic disk, flow rate: 2 
mL min-1, gradient: 4 min 100% buffer B was used. Buffer A: 20 mM TRIS pH=7,5, buffer B: 1,5 M NaCl in 
20 mM TRIS pH=7,5, injection volume: 0,5 mL of sterile filtered sample. Display of part of chromatogram for 
(A) absorption at 280 nm and (B) absorption at 254 nm. The heights of peaks 1 at 11,3 mL and 2 at 12,3 mL 
as a function of time from addition of bacteriophages to bacteria are shown for (C) absorption at 280 nm and 
(D) absorption at 254 nm 
   
Vzorec pri času 150 min od dodatka bakteriofagov k bakteriji in vse nadaljne vzorce iz 
šaržnega gojenja smo analizirali na HPLC sistemu z daljšim linearnim gradientom (8 min 
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100% pufra B). Slika 34 prikazuje rezultate kromatografske ločbe z daljšim linearnim 
gradientom za šaržno gojenje za čase od 150 min naprej. Sliki 34A in 34B predstavljata 
izseka kromatograma za absorpcijo pri 280 nm in 254 nm, medtem ko Sliki 34C in 34D 
ponazarjata višine vrhov 2 in 3 v odvisnosti od časa od dodatka bakteriofagov k bakteriji. Iz 
rezultatov je razvidno, da se višina vrh 1 minimalno spreminja, višina vrha 2 se zmanjšuje, 
obenem pa se pojavi vrh 3 pri 13,2 mL, ki od časa 150 do 210 min narašča in se potem ustali.  
 
 
Slika 34: Kromatografska ločba z daljšim gradientom za šaržno gojenje baktreriofagov v erlenmajerici pri 
daljših časih od dodatka bakteriofagov k bakteriji (od 150 min naprej). Pri ločbi na HPLC-ju smo uporabili 
CIM® QA 0,34 mL monolitni disk, pretok 2 mL min-1, gradient: 8 min 100% pufra B, pufer A: 20 mM TRIS 
pH=7,5, pufer B: 1,5 M NaCl v 20 mM TRIS pH=7,5, volumen injiciranja: 0,5 mL sterilno filtriranega vzorca. 
Prikaz izseka kromatograma za (A) absorpcijo pri 280 nm in (B) absorpcijo pri 254 nm. Višine vrhov 2 pri 
12,3 mL in 3 pri 13,2 mL v odvisnosti od časa od dodatka bakteriofagov k bakteriji so prikazane za (C) 
absorpcijo pri 280 nm ter (D) absorpcijo pri 254 nm 
Figure 34: Chromatographic separation with longer gradient for batch cultivation of bacteriophages in shaking 
flask at longer times from addition of bacteriophages to bacteria (from 150 min onwards). For HPLC separation 
CIM® QA 0,34 mL monolitic disk, flow rate: 2 mL min-1, gradient: 8 min 100% buffer B was used. Buffer A: 
20 mM TRIS pH=7,5, buffer B: 1,5 M NaCl in 20 mM TRIS pH=7,5, injection volume: 0,5 mL of sterile 
filtered sample. Display of part of chromatogram for (A) absorption at 280 nm and (B) absorption at 254 nm. 
The heights of peaks 2 at 12,3 mL and 3 at 13,2 mL as a function of time from addition of bacteriophages to 
bacteria are shown for (C) absorption at 280 nm and (D) absorption at 254 nm 
 
Slika 35 prikazuje rezultate določitve odvisnosti prevodnosti od koncentracije NaCl na 
HPLC sistemu. S pomočjo dobljene linearne korelacije med prevodnostjo in koncentracijo 
NaCl smo za vrhove 1, 2 in 3 pri šaržnem gojenju bakteriofagov izračunali koncentracijo 
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NaCl, pri kateri je prišlo do elucije. Preglednica 18 vsebuje omenjene rezultate ter ostale 
podatke za vse tri vrhove. Vrhovi 1, 2 ter 3 so se eluirali pri naslednjih koncentracijah NaCl: 
0,15 mol L-1, 0,37 mol L-1 ter 0,56 mol L-1. 
 
 
Slika 35: Linearna korelacija med prevodnostjo in koncentracijo NaCl na HPLC sistemu (R2 = 0,9954) 
Figure 35: Linear correlation between conductivity and concentration of NaCl at HPLC system (R2 = 0,9954) 
 
Preglednica 18: Podatki retencijskega volumna, prevodnosti ter koncentracije NaCl ob eluciji za vse tri vrhove 
pri šaržnem gojenju bakteriofagov 
Table 18: Data of retention volume, conductivity and concetration of NaCl at elution for all three peaks for 
batch cultivation of bacteriophages 
  Retencijski volumen (mL) Prevodnost (mS cm-1) Koncentracija NaCl ob eluciji (mol L-1) 
Vrh 1 11,3 17,87 0,15 
Vrh 2 12,3 35,25 0,37 
Vrh 3 13,2 49,74 0,56 
 
4.7.5.3 Ločba z agarozno gelsko elektroforezo vzorcev iz kontinuirane proizvodnje 
bakteriofagov ter šaržnega gojenja bakteriofagov v erlenmajerici 
 
Rezultate pridobljene na HPLC sistemu za razliko med kontinuirano proizvodnjo v sistemu 
mešalnega in cevnega bioreaktorja s šaržnim gojenjem v erlenmajerici smo želeli preveriti 
še na agarozni gelski elektroforezi. Slika 36 prikazuje rezultate agarozne gelske 
elektroforeze za vzorce iz kontinuirane in šaržne proizvodnje bakteriofagov. Iz rezultatov je 
razvidna razlika med kontinuiranem in šaržnem gojenjem, saj bakterijska gDNK pri vzorcih 
kontinuiranega gojenja ni bila opazna, medtem ko je bila bakterijsko gDNK pri vzorcih 
šaržnega gojenja opažena od časa 90 min od dodatka bakteriofagov k bakteriji naprej. V 
obeh primerih proizvodnje je razvidno naraščanje razgrajene DNK z naraščanjem 
teoretičnega zadrževalnega časa v cevnem bioreaktorju  oz. s časom od dodatka 
bakteriofagov k bakteriji. 
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Slika 36: Ločba z 1% agarozno gelsko elektroforezo vzorcev iz eksperimenta kontinuiranega gojenja 
bakteriofagov pri različnih teoretičnih zadrževalnih časih v cevnem bioreaktorju in iz eksperimenta šaržnega 
gojenja bakteriofagov v erlenmajerici pri različnih časih od dodatka bakteriofagov k bakteriji. Pogoji ločbe: 
100 V, 400 mA, 120 min, barvanje z barvilom SYBR Gold 
Figure 36: 1% agarose gel electrophoresis separation of samples from continuous cultivation of bacteriophages 
at different thereotical retention times in tubular bioreactor and samples from batch experiment in shaking flask 
at different times from addition of bacteriophages to bacteria. Separation conditions: 100 V, 400 mA, 120 min, 
SYBR Gold staining  
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5 RAZPRAVA 
 
Bakteriofagi, naravni sovražniki bakterij, predstavljajo izjemno zanimive in raznolike 
mikroorganizme, ki po številu presegajo vse ostale življenjske oblike (Clokie in sod., 2011), 
saj so do danes opazili 6200 različnih bakterijskih virusov (Ackermann in Prangishvili, 
2012), celotno število bakteriofagov pa naj bi po ocenah znašalo med 1030 in 1032 (Brüssow 
in Hendrix, 2002). Obstajajo bakteriofagi, ki izkazujejo zelo visoko stopnjo vrstne 
specifičnosti saj so sposobni inficirati le par sevov bakterije (Fieseler in sod., 2011), po drugi 
strani pa obstajajo tudi bakteriofagi, ki so sposobni okužiti več različnih vrst bakterij 
(Loessner in sod., 1996).  
 
V današnjem času se družba sooča s perečim problemov porasta multi-rezistentnih patogenih 
bakterij, na katerega je delno vplival tudi sam človek s pretirano in neupravičeno rabo 
antibiotikov v kmetijstvu, veterini in medicini (Spellberg in sod., 2008). Izguba učinkovitosti 
protimikrobnih sredstev zaradi vedno višje protimikrobne odpornosti se kaže v porastu 
infekcijskih bolezni, katerih ne zmoremo več obvladati z antibiotiki (Prestinaci in sod., 
2015), posledično se stroški zdravljenja znatno povečujejo (Roca in sod., 2015). V 
primerjavi z antibiotiki imajo bakteriofagi precej prednosti (Loc-Carrillo in Abedon, 2011), 
med drugim so tudi sposobni infekcije multi-rezistentnih patogenih bakterij (Kutateladze in 
sod., 2016; El-Shibiny in El-Sahhar, 2017), zato so se v zadnjem času ponovno začeli 
omenjati kot zanimiva alternativa za zdravljenje bakterijskih infekcij pri človeku (Lin in 
sod., 2017). 
 
Navkljub uporabi bakteriofagov na najrazličnejših področjih pa se v večini primerov 
proizvodnja bakteriofagov še vedno izvaja v erlenmajericah na stresalnikih ali kot šaržni 
proces v bioreaktorjih na industrijski ravni (Branston in sod., 2011; Grieco in sod., 2009; 
Warner in sod., 2014). Ob upoštevanju večjih količin bakteriofagov za namene zdravljenja 
bakterijskih infekcij pri človeku, so potrebna nova znanja in rešitve na področju proizvodnje 
bakteriofagov. Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov bi lahko predstavljala potencialno 
rešitev tega problema (Podgornik in sod., 2014).  
 
Z namenom pridobitve novih znanj na tem področju smo se v našem primeru osredotočili na 
kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih bioreaktorjev, pri čemer 
smo preizkusili dve različici – sistem dveh mešalnih bioreaktorjev (Husimi in sod., 1982) 
ter sistem mešalnega in cevnega bioreaktorja (Podgornik in sod., 2015). Kontinuirano 
proizvodnjo bakteriofagov smo preučili s pomočjo fakultativne anaerobne bakterije E. coli 
K-12 ter izključno litičnega T4 bakteriofaga, ki predstavljata modelna organizma. Najprej 
smo razvili sistem za kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov v dveh zaporednih 
bioreaktorjih, ki je med drugim obsegal tudi krmilnik peristaltičnih črpalk s koračnim 
motorjem ter senzor optične gostote. Preko določanja vrednosti bakteriofagnih rastnih 
parametrov (δ, L, b) v odvisnosti od hitrosti redčenja smo preučili vpliv spreminjanja hitrosti 
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rasti bakterij na dovzetnost za bakteriofagno okužbo v prvem mešalnem bioreaktorju. Iz 
dobljenih podatkov smo tudi določili vpliv hitrosti rasti bakterije na populacijsko hitrost rasti 
bakteriofaga. Raziskali smo produktivnost kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v dveh 
zaporednih mešalnih bioreaktorjih pri variabilnem in konstantnem fiziološkem stanju 
bakterije ter ugotavljali vpliv posameznih spremenljivk na produktivnost kontinuirane 
proizvodnje bakteriofagov v dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjih. Nazadnje smo 
preizkusili še kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov v sistemu mešalnega ter cevnega 
bioreaktorja, kjer smo tudi primerjali kontinuirano proizvodnjo z šaržnem gojenjem 
bakteriofagov v erlenmajerici. 
 
5.1 VPLIV HITROSTI REDČENJA OZ. HITROSTI RASTI BAKTERIJE E. COLI V 
MEŠALNEM BIOREAKTORJU »C« NA DOVZETNOST ZA 
BAKTERIOFAGNO OKUŽBO 
 
Za preučitev vpliva hitrosti rasti bakterije oz. hitrosti redčenja v mešalnem bioreaktorju na 
interakcijo bakterija-bakteriofag in dovzetnost za bakteriofagno okužbo smo uporabili 
modelna mikroorganizma - bakteriofag T4 in bakterijo E.coli K-12. Bakterijo smo gojili kot 
kontinuirano kulturo v kemostatu, kjer hitrost redčenja po vzpostavitvi dinamičnega 
ravnovesja določa hitrost rasti bakterije (Ziv in sod., 2013). Vsi naši eksperimenti so bili 
izvedeni v kompleksnem LB gojišču, katerega kemijska sestava ni natančno opredeljena in 
varira zaradi vhodnih surovin. Posledično LB gojišče izkazuje določene omejitve pri študiju 
fiziologije bakterij, saj vsebuje nizke količine ogljikovih hidratov ter ostalih virov ogljika 
kot so peptidi in proste aminokisline, ki so pomembni za rast E.coli (Sezonov in sod., 2007; 
C. H. Wang in Koch, 1978), obenem pa v LB gojišču primanjkuje tudi dvovalentnih kationov 
(Ca2+ in Mg2+), ki so še posebej pomembni za vezavo bakteriofaga T4 na gostitelja (Kutter 
in sod., 1994). Zaradi nedefinirane kemijske sestave ne moremo zagotovo trditi katera izmed 
sestavin LB gojišča predstavlja limitni faktor za rast E.coli. Čeprav smo uporabili 
kompleksno LB gojišče pri eksperimentih, pa obstaja indikacija, da je hitrost redčenja v 
našem primeru direktno vplivala na fiziologijo bakterij, saj smo uspeli pokazati, da obstaja 
linearna korelacija (R2 = 0,9831) med razmerjem RNA/proteini in hitrostjo redčenja (Slika 
12). Ker je v literaturi opisano, da je hitrost rasti bakterije sorazmerna z razmerjem 
RNA/proteini (Scott in sod., 2010), to tudi pomeni, da je hitrost redčenja v našem primeru 
direktno vplivala na hitrost rasti bakterij.  
 
Za namen preučitve dovzetnosti za bakteriofagno okužbo smo izvedli eksperimente s 
katerimi smo določili vrednosti bakteriofagnih rastnih parametrov – konstante adsorpcije, 
latentne periode in brstnega števila v odvisnosti od hitrosti redčenja v mešalnem 
bioreaktorju. Dobljene trende posameznih bakteriofagnih rastnih parametrov smo opisali z 
Enačbami (10), (11) in (12). Poskušali smo izbrati take oblike enačb, da vsaka izmed njih že 
zaradi izbora svoje oblike odraža bistven biološki ali fizikalni pojav, ki ga posamezna enačba 
opisuje. Ko je hitrost redčenja naraščala, se je latentna perioda zmanjševala (Slika 16), brstno 
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število pa je naraščalo (Slika 18), kar je v skladu s trendi, ki so opisani v literaturi (Abedon 
in sod., 2001; Golec in sod., 2014; Hadas in sod., 1997). Zanimivo je, da je brstno število 
naraščalo linearno po Enačbi (12) (R2 = 0,9753) ob naraščanju hitrosti redčenja (Slika 18). 
Linearno naraščanje brstnega števila bi lahko bilo pojasnjeno s posebnim načinom obnašanja 
bakteriofaga T4. Pred kratkim so namreč Bryan in sodelavci opisali zanimiv pojav, ki so ga 
opazili, ko so bile celice E.coli v stacionarni fazi izpostavljene okužbi z bakteriofagom T4  
(Bryan in sod., 2016). Avtorji so raziskovali odziv bakterijskih celic v stacionarni fazi rasti 
ki so bile predhodno okužbene z bakteriofagom T4. Okuženim celicam so po določenem 
času od okužbe dodali sveža hranila in ob tem odkrili nov način odzivanja bakteriofaga T4, 
ki so ga poimenovali hibernacija (“hibernation mode”). Hibernacija je obstojno, hkrati pa 
reverzibilno stanje mirovanja, v katerem okužene celice proizvedejo nekatere bakteriofagne 
encime, vendar zaustavijo razvoj ter sestavljanje novo nastalih bakteriofagov, ki se nadaljuje 
šele, ko so na voljo ustrezna hranila. Omenjen fenomen bi lahko razložil opažen trend 
linearnega naraščanja brstnega števila ob naraščanju hitrosti redčenja. Bakterijske celice v 
stacionarni fazi in celice, ki rastejo z maksimalno specifično hitrostjo rasti si lahko 
predstavljamo kot dva ekstremna primera: pri prvih je hibernacija prisotna pri vseh celicah, 
pri drugih pa hibernacija ni prisotna pri nobeni izmed celic. Bakterijske celice v kemostatu 
so prisiljene, da s spreminjanjem hitrosti redčenja in s tem posledično spreminjanjem 
specifične hitrosti rasti potujejo med obema ekstremoma. Ker bakterijske celice v hibernaciji 
ne proizvajajo bakteriofagov, bi se v tem primeru brstno število zmanjšalo, če bi določen 
delež bakterij bil v hibernaciji. Če predpostavimo, da razmerje bakterijskih celic, ki vstopajo 
v hibernacijo sorazmerno narašča s potovanjem bakterijskih celic od prvega do drugega 
ekstrema, potem bi to pomenilo, da bi se tudi brstno število linearno spreminjalo s hitrostjo 
redčenja, kar nakazujejo naši rezultati (Slika 18). Omenjeno hipotezo je seveda potrebno 
preveriti z nadaljnjimi eksperimenti. Po drugi strani, pa bi na naše rezultate lahko vplivala 
hibernacija zaradi naše eksperimentalne zasnove. Pri eksperimentih za določitev latentne 
periode in brstnega števila v mešalnem bioreaktorju so bile med infekcijo z bakteriofagi 
okužene celice namreč izpostavljene svežim hranilom, ker so bile po centrifugiranju 
resuspendirane v svežem LB gojišču za par sekund predno so bile prenesene nazaj v 
kemostat, kjer se je eksperiment nadaljeval. Resuspendiranje v svežem LB gojišču bi lahko 
povzročilo sprostitev bakteriofagov iz celic, ki so bile v hibernaciji, kar bi posledično 
zmanjšalo razlike v brstnem številu pri različnih fizioloških stanjih bakterije (Nabergoj in 
sod., 2018a). 
 
V nasprotju z linearnim naraščanjem brstnega števila s hitrostjo redčenja, pa latentna perioda 
konvergira k limitni vrednosti, kjer pri visokih hitrostih redčenja doseže minimum pri 
vrednosti 27 min, kar predstavlja trikratno znižanje v primerjavi z vrednostjo latentne 
periode pri najnižji izbrani hitrosti redčenja (Slika 16). Za matematični opis trenda 
eksperimentalnih podatkov latentne periode smo izbrali recipročno Michaelis-Mentonovo 
enačbo (Enačba (11)). Omenjeno enačbo smo izbrali iz dveh razlogov. Prvi razlog je, da bi 
latentna perioda morala konvergirati k minimalni latentni periodi ob naraščanju hitrost rasti 
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bakterij proti maksimalni vrednosti (maksimalna specifična hitrost rast). V našem primeru 
smo za minimalno latentno periodo (Lmin) v Enačbi (11) izbrali podatek za divji tip 
bakteriofaga T4, ki glede na podatke iz literature znaša 25,5 min (Abedon in sod., 2001). Ko 
pa se hitrost redčenja približuje 0 h-1, se tudi dovajanje substrata bliža 0, posledično se tudi 
hitrost rasti bakterije bliža 0 h-1, medtem ko se latentna perioda mora približevati k 
neskončnosti. Če to ne drži, potem bi se bakteriofagi generirali iz niča, pri čemer bi se kršil 
zakon o ohranitvi mase. Omenjeno dejstvo predstavlja drugi razlog za izbor omenjene oblike 
enačbe. Recipročna Michaelis-Mentenova enačba upošteva oba razloga, obenem pa smo ob 
upoštevanju podatka za minimalno latentno periodo (Lmin) iz literature (Abedon in sod., 
2001) dobili zelo dobro ujemanje eksperimentalnih podatkov z teoretičnim, kar nakazuje na 
morebiten fiziološki izvor takega trenda. Omenjeno hipotezo bi seveda bilo potrebno 
preveriti še z nadaljnjimi eksperimenti.  
 
Za opis eksperimentalnih podatkov konstante adsorpcije v odvisnosti od hitrosti redčenja je 
bila izbrana Enačba (10), ki spominja na enačbo Langmuirjeve adsorpcijske izoterme (po 
obliki je identična kot Michaelis-Mentenova enačba). Adsorpcija bakteriofagov na 
bakterijske celice je fizikalni proces, saj se bakteriofagi lahko uspešno adsorbirajo tudi na 
mrtve bakterije (Krueger, 1931). V literaturi je tudi opisano, da na hitrost adsorpcije poleg 
fiziološkega stanja bakterije in pogojev gojenja vplivajo tudi najrazličnejši nespecifični 
fizikalno-kemijski parametri kot so temperatura, pH, osmolarnost, ionska moč, elektroliti 
(dvovalentni kationi Ca2+ in Mg2+), adsorpcijski kofaktorji (L-triptofan v primeru 
bakteriofaga T4) in celo stopnja mešanja v mediju (Delbrück, 1940; Hyman in Abedon, 
2009; Kutter in sod., 1994; Marcó in sod., 2010; Mojica in Brussaard, 2014; Quiberoni in 
sod., 2004; Sillankorva in sod., 2004). Ker smo v našem primeru raziskovali le adsorpcijo 
bakteriofagov brez upoštevanja nadaljne okužbe, pri kateri je za translokacijo DNK potrebna 
protonska gonilna sila (Hu in sod., 2015), lahko upoštevamo, da konstanta adsorpcije v 
glavnem odraža le fizikalno adsorpcijo. Fiziološko stanje bakterije (različna hitrost redčenja 
oz. hitrost rasti bakterije) vpliva le na lastnosti celične stene, torej na lastnosti površine na 
katero se bakteriofagi vežejo. V našem primeru, ko se hitrost redčenja približuje 0 h-1, se 
ekstrapolirana konstanta adsorpcije približuje maksimalni vrednosti, ki znaša δmax = 5∙10
-9 
mL min-1 (Slika 15). Omenjena maksimalna vrednost se nahaja pod teoretično zgornjo limito 
konstante adsorpcije (1∙10-8 mL min-1), ki je bila ocenjena iz difuzivnosti bakteriofagov in 
velikosti bakterijske celice in se ji približamo, ko skoraj vsi trki med bakteriofagi in bakterij 
rezultirajo v adsorpciji bakteriofagov (Schlesinger, 1932). Zanimivo je, da se je konstanta 
adsorpcije v našem primeru povečala za 5-krat, ko se je hitrost redčenja zmanjševala od 0,6 
do 0,06 h-1, medtem ko je bila relativno konstantna za hitrosti redčenja med 0,60 in 0,98 h-1 
(Slika 15). Omenjeni rezultati so do neke mere v nasprotju z literaturo (Golec in sod., 2014; 
Hadas in sod., 1997). Hadas in sodelavci so pokazali, da se je hitrost adsorpcije bakteriofaga 
T4 na bakterijo povečevala z naraščanjem hitrosti rasti bakterij v bogatejšem gojišču, avtorji 
so dosegli različne hitrosti rasti E.coli B/r direktno s spreminjanjem sestave gojišča (Hadas 
in sod., 1997). V nasprotju z našo eksperimentalno zasnovo, avtorji pri svojih eksperimentih 
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niso gojili bakterije v kemostatu, ki omogoča stabilno ter definirano hitrosti rasti bakterije, 
ampak so na hitrost rasti vplivali s spreminjanjem sestave gojišča. V njihovi študiji je bil 
uporabljen enak bakteriofag T4 kot v našem primeru, bakterijski sev pa je bil različen 
(eksponentno rastoča E.coli B/r, v našem primeru pa E.coli K-12). Golec in sodelavci pa so 
izvedli podobne eksperimente v kemostatu s popolnoma enakimi mikroorganizmi kot v 
našem primeru (bakteriofag T4 in E.coli K-12 MG1655), razlika je bila le v uporabi 
drugačnega gojišča (minimalno gojišče v fosfatnem pufru z dodatkom 10 g L-1 glukoze, v 
našem primeru pa kompleksno LB gojišče) (Golec in sod., 2014). Avtorji so poročali, da 
niso ugotovili znatnih razlik v učinkovitosti adsorpcije bakteriofaga za celoten razpon 
hitrosti redčenja med 0,3 in 0,033 h-1, kar je predstavljalo podlaga za zaključek, da hitrost 
rasti bakterij ne vpliva na hitrost adsorpcije za bakterije kontinuirano gojene v kemostatu. V 
našem primeru pa so jasno razvidne razlike v vrednostih konstante adsorpcije pri različnih 
hitrostih redčenja (Slika 15). 
 
Koncentracija dvovalentnih kationov Mg2+ in Ca2+, najverjetneje ni neposredno odgovorna 
za opažen trend konstante adsorpcije, torej za povečevanje konstante adsorpcije ob 
zmanjševanju hitrosti redčenja. Pri nizki hitrosti redčenja bi bile namreč koncentracije Mg2+ 
in Ca2+ nizke, najnižje koncentracije bi bile dosežene pri najnižji hitrosti redčenja. 
Pričakovali bi, da bi zaradi pomembnega vpliva Mg2+ in Ca2+ na adsorpcijo bakteriofaga T4 
(Kutter in sod., 1994) opazili nizke konstante adsorpcije pri nizkih hitrostih redčenja, kar pa 
predstavlja ravno obraten trend kot smo ga opazili eksperimentalno. Zaradi zapisanega 
predvidevamo, da limitacija določene sestavine gojišča ne more biti direktno odgovorna za 
opažen trend, lahko pa ima indirektni vpliv. Glede na podatke iz literature se bakteriofag T4 
adsorbira le na lipopolisaharide (LPS) iz zunanje membrane pri E.coli B/r, medtem ko 
bakteriofag T4 za ustrezno receptorsko funkcijo poleg LPS na zunanji membrani potrebuje 
tudi t.i. protein C iz zunanje membrane (OmpC), da se lahko pravilno adsorbira oz. veže na 
E.coli K-12 (Henning in Jann, 1979; Rakhuba in sod., 2010; Washizaki in sod., 2016; Yu in 
Mizushima, 1982). Koncentracija LPS je bila ocenjena na 106 molekul monomera LPS na 
celični steni ene bakterijske celice, ista vrednost je bila določena za različnih bakterijskih 
sevih (Smit in sod., 1975; Washizaki in sod., 2016). Poleg tega je bilo pokazano, da ostaja 
količina LPS na eno celico konstantna, četudi so bile bakterije izpostavljene procesu 
stradanja (Walczak in sod., 2012). Koncentracija OmpC, ki znaša po ocenah 105 molekul 
OmpC na celico (Darcan in sod., 2003; Lugtenberg in Van Alphen, 1983; Osborn in Wu, 
1980), predstavlja 10-krat nižje vrednosti v primerjavi s koncentracijo LPS. Ker je v literaturi 
opisano, da je koncentracija LPS konstantna ne glede na pogoje gojenja oz. rastno hitrost 
bakterij (Walczak in sod., 2012), smo domnevali, da je za opažen trend konstante adsorpcije 
najverjetneje odgovorna koncentracija OmpC. Liu in Ferenci sta raziskovala regulacijo 
permeabilnosti zunanje membrane preko porinov v odvisnosti od različnih limitnih faktorjev 
pri kontinuiranem gojenju E.coli v kemostatu (X. Liu in Ferenci, 1998). Avtorja sta 
pokazala, da se je izražanje OmpC zvišalo pri nizkih hitrostih redčenja (od 0.3 do 0.1 h-1), 
pri limitaciji z glukozo se je pokazalo 3-kratno povišanje, pri limitaciji z amonijakom pa so 
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opazili 5-kratno povišanje ekspresije OmpC. V literaturi je tudi opisano, da se je izražanje 
OmpC povišalo pri gojenju bakterij ob odsotnosti kisika oz. anaerobiozi (Matsubara in sod., 
2000; Nikaido, 2003). V našem primeru bi opažen trend zvišanja konstante adsorpcije 
bakteriofaga T4 na E.coli K-12 pri nizkih hitrostih redčenja lahko pojasnili s potencialnim 
zvišanjem koncentracije receptorja OmpC na bakteriji, ki raste pod limitnimi pogoji. Večje 
število receptorjev bi zagotavljalo dodatna vezavna mesta za nevezane oz. proste 
bakteriofage, posledično bi bila adsorpcija hitrejša zaradi večjega števila uspešnih trkov med 
bakteriofagi in bakterijami, kar bi seveda zvišalo konstanto adsorpcije. Relativno konstantna 
vrednost koncentracije OmpC pri višjih hitrostih redčenja (Liu in Ferenci, 1998) bi torej 
morala ohraniti konstatno hitrost adsorpcije v tem območju, kar smo v našem primeru tudi 
eksperimentalno pokazali, saj so bile vrednosti konstante adsorpcije ustaljene pri višjih 
hitrostih redčenja (Slika 15). Pri nizkih hitrostih redčenja je tako koncentracija OmpC na 
celični površini višja, zaradi česar se posledično tudi konstanta adsorpcije zviša. Ko se hitrost 
redčenja oz. hitrost rasti bakterije približuje 0 h-1, pa mora obstajati zgornja limita, pri kateri 
je celotna površina bakterijske celice na voljo za vezavo bakteriofaga. V takem primeru bi 
torej vsak trk bakteriofaga z bakterijo rezultiral v uspešni adsorpciji bakteriofaga, 
maksimalna konstanta adsorpcije pa bi po izračunih Schlesingerja znašala 1∙10-8 mL min-1 
(Schlesinger, 1932). Maksimalna konstanta adsorpcije pa se pri posameznim primeru 
najverjetneje razlikuje v odvisnosti od izbire bakteriofaga in bakterije, saj se v literaturi 
pogosto pojavljajo nižje vrednosti (Denes in sod., 2015; Merabishvili in sod., 2014; 
Moldovan in sod., 2007; Quiberoni in sod., 2004), tako da smo v našem primeru izbrali kot 
maksimalno konstanto adsorpcije vrednost 5∙10-9 mL min-1. Opisan mehanizem adsorpcije 
bakteriofaga na bakterijo olajša tudi izbiro enačbe za opis konstante adsorpcije. Pri najnižji 
hitrosti redčenja konstanta adsorpcije doseže maksimalno vrednost, ko pa hitrost redčenja 
narašča, konstanta adsorpcije pada in konvergira k limitni vrednosti. Ker je adsorpcijska 
kinetika povezana z adsorpcijo, je izbor opisa konstante adsorpcije v odvisnosti od hitrosti 
redčenja z Enačbo (10), ki spominja na Langmuirjevo adsorpcijsko izotermo, upravičen. 
 
Enačbo (8), ki opisuje populacijsko hitrost rasti bakteriofaga v odvisnosti od hitrosti redčenja 
in jo povezuje z bakteriofagnimi rastnimi parametri je razvil James J. Bull (Bull, 2006). V 
našem primeru smo uporabili poenostavljeno obliko enačbe (Enačba (9)), v katero smo 
namesto posameznih bakteriofagnih rastnih parametrov vnesli enačbe omenjenih 
parametrov kot funkcije hitrosti redčenja (Enačbe (10), (11) in (12)) ter tako dobili Enačbo 
(13). Enačbi (9) in (13) zaradi svoje oblike ne moreta biti eksplicitno rešeni, zato smo ju 
reševali numerično. S pomočjo Enačbe (9) smo iz eksperimentalnih podatkov konstante 
adsorpcije, latentne periode in brstnega števila za vsako hitrost redčenja posebej izračunali 
populacijsko hitrost rasti bakteriofagov, s pomočjo Enačbe (13) ter vrednosti koeficientov iz 
Preglednice 12 pa smo pridobili informacije o teoretični napovedi populacijske hitrosti rasti 
bakteriofaga. Populacijska hitrost rasti bakteriofaga je naraščala z naraščanjem hitrosti 
redčenja (Preglednica 11, Slika 18) in se je približevala maksimalni vrednosti, ko se je hitrost 
redčenja približevala maksimalni specifični hitrosti bakterij. Zanimivo je, da je populacijska 
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hitrost rasti bakteriofaga naraščala hitreje pri nizkih hitrostih redčenja, medtem ko je 
naraščala počasneje pri višjih hitrostih redčenja. Glede na rezultate pridobljene s pomočjo 
Enačbe (13), se je populacijska hitrost rasti bakteriofaga zvišala za 4 h-1, 1,5 h-1, in 1 h-1, ko 
je hitrost redčenja naraščala od 0,05 do 0,3 h-1, od 0,3 do 0,6 h-1 in od 0,6 do 0,9 h-1. Rezultati 
iz Slike 18 so pokazali zadovoljivo ujemanje eksperimentalnih podatkov s teoretično 
napovedjo po Enačbi (13). S preprosto Enačbo (14), ki predstavlja obliko Monodove enačbe, 
smo uspeli uspešno opisati populacijsko hitrost rasti kot funkcijo hitrosti redčenja, saj sta se 
opisa z Enačbama (13) in (14) skoraj popolnoma prekrivala (Slika 18) oz. med opisoma z 
obema enačbama je bila določena visoka stopnja linearne korelacije (Slika 19). Ta precej 
zanimiva ugotovitev ima lahko tudi fiziološko razlago. Ker se bakteriofagi pomnožujejo v 
bakteriji, se lahko slednje obravnava tudi kot substrat za bakteriofage, kar privede do 
analogije z Monodovim opisom specifične hitrosti rasti bakterije kot funkcije koncentracije 
substrata (Monod, 1949). Čeprav je to precej posplošena razlaga, se lahko Enačba (14) kljub 
temu uporablja za preprost opis populacijske hitrosti rasti bakteriofaga pri različnih hitrostih 
rasti bakterije. 
 
Z omenjenimi eksperimenti smo želeli preučiti vpliv hitrosti rasti bakterije na posamezne 
bakteriofagne rastne parametre in populacijsko hitrost rasti bakteriofaga T4. Rezultati jasno 
kažejo, da ima hitrost rasti bakterije pomemben učinek na vse tri preučevane bakteriofagne 
rastne parametre: konstanto adsorpcije, latentno periodo ter brstno število. Zanimivo je, da 
se spreminjanje populacijske hitrosti rasti bakteriofaga T4 s hitrostjo redčenja lahko zelo 
dobro opiše s preprosto Monodovo enačbo. Na tej točki se pojavi vprašanje, ali so omenjena 
opažanja splošna ali so odvisna od izbire bakteriofaga in bakterije. Četudi so opaženi trendi 
odvisni od izbire sistema bakteriofag-bakterija, še vedno nam predlagan pristop omogoča 
zasnovo procesa proizvodnje bakteriofaga ter ocenitev potrebnega časa za proizvodnjo 
določene količine bakteriofagov (Nabergoj in sod., 2018a). 
 
5.2 PRODUKTIVNOST KONTINUIRANE PROIZVODNJE BAKTERIOFAGOV V 
DVEH ZAPOREDNIH MEŠALNIH BIOREAKTORJIH 
 
V večini študij, ki so vključevale gojenje bakteriofagov v »cellstat-u« oz. sistemu dveh 
zaporednih mešalnih bioreaktorjev, je bil glavni namen raziskave preučiti hitrost pojavljanja 
mutacij, selekcijo ter evolucijo bakteriofagov (Husimi in sod., 1982; Husimi, 1989; Aita in 
Husimi, 1994; Lindemann in sod., 2002; Esvelt in sod., 2011). »Cellstat« je bil tudi kmalu 
prepoznan kot sistem za proizvodnjo litičnih bakteriofagov (Schwienhorst in sod., 1996) in 
pa sistem za proizvodnjo proteinov preko uporabe lizogenih bakteriofagov, ki so omogočali 
ekspresijo proteinov v drugem mešalnem bioreaktorju po spremembi temperature (Park in 
sod., 1991; Park S. H. in Park T. H., 2000; Oh in sod., 2005). V naši raziskavi smo se 
osredotočili na preučevanje sistema dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev s stališča 
kontinuirane proizvodnje bakteriofagov. Tekom eksperimentov smo raziskovali vpliv 
hitrosti redčenja ter vpliv posameznih bakteriofagnih rastnih parametrov na produktivnost 
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takega sistema za dve eksperimentalni postavitvi – variabilno ter konstantno fiziološko 
stanje bakterij (Nabergoj in sod., 2018b). Bull in sodelavci so razvili Enačbo (16), katera 
opisuje koncentracijo nevezanih oz. prostih bakteriofagov (P) v ravnotežju v drugem 
mešalnem bioreaktorju (bioreaktor “P”) (Bull in sod., 2006), v našem primeru pa smo jo 
uporabili za izpeljavo enačb za opis produktivnosti kontinuirane proizvodnje bakteriofagov 
v sistemu dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev za konstantno (Enačba (17)) in variabilno 
fiziološko stanje bakterij (Enačba (20)). Iz Slike 20 in 21 je razvidno, da matematični model 
za opis produktivnosti kontinuirane proizvodnje bakteriofagov, ki temelji na masnih 
bilancah, zelo dobro opiše eksperimentalne podatke za konstantno ter variabilno fiziološko 
stanje bakterije. V enačbah smo namesto prvotno določenih vrednosti koeficientov 
bakteriofagnih rastnih parametrov iz Preglednice 12, za opis produktivnosti uporabili 
optimizirane vrednosti določenih koeficientov, ki so zbrane v Preglednici 14 (sprememba 
Lmin iz 25,5 na 33 min ter sprememba k iz 89,532 na 40 PFU celica
-1 h). Ker smo morali 
prilagoditi določene vrednosti koeficientov, četudi smo pri vseh eksperimentih uporabljali 
isti sev bakterije ter bakteriofaga, je potrebno pred sklepom o primernosti razvitih enačb za 
opis produktivnosti najprej upravičiti spremembe koeficientov. Sprememba vrednosti 
koeficienta Lmin in k v Enačbah (11) in (12) vodi v nižje brstno število ter daljšo latentno 
periodo v celotnem območju hitrosti redčenja, če ju primerjamo s prvotno določenimi 
eksperimentalnimi vrednostmi brstnega števila in latentne periode.  
 
Omenjeno neskladje bi lahko razložili s potencialnim vplivom samega eksperimentalnega 
protokola, ki je bil uporabljen za določitev brstnega števila in latentne periode (Nabergoj in 
sod., 2018a), na vrednosti teh parametrov. Pri eksperimentih določanja vrednosti brstnega 
števila in latentne periode, je bila bakterija najprej odvzeta iz kemostata (bioreaktor “C”), 
bakteriofagi so bili dodani k bakteriji in po 5 minutah adsorpcije, so bili nevezani 
bakteriofagi odstranjeni s pomočjo centrifugiranja, inficirane bakterijske celice pa so bile 
resuspendirane v svežem LB gojišču, nazadnje pa smo inficirane bakterijske celice prenesli 
nazaj v kemostat (bioreaktor “C”), kjer se je eksperiment nadaljeval. Ker pa smo 
produktivnost določali v sistemu dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjih in ne le v enem 
bioreaktorju, je zaradi tega prišlo do določenih razlik pri izvedbi eksperimentov. 
Bioreaktorja “C” in “P” sta bila med seboj povezana s cevko volumna 0,06 mL, skozi katero 
je bakterija prehajala iz bioreaktorja “C” v bioreaktor “P”. Ker so bili pogoji v cevki, ki je 
služila kot povezava med obema bioreaktorja, zaradi odsotnosti mešanja ter oskrbe s svežim 
LB gojiščem potencialno drugačni kot v primerjavi s pogoji v bioreaktorju “C”, bi to lahko 
vplivalo na fiziološko stanje bakterij in posledično tudi na vrednosti bakteriofagnih rastnih 
parametrov. Poleg tega, pa bi lahko do neskladja prišlo tudi zaradi potencialnega vpliva 
hibernacije na vrednosti bakteriofagnih rastnih parametrov bakteriofaga T4 (Bryan in sod., 
2016), saj so bile inficirane bakterijske celice za kratek čas izpostavljene svežim hranilom 
med resuspendiranjem. Zdi se torej, da je razumno domnevati, da bi bile brez izpostavljanja 
inficiranih bakterijskih celic svežemu LB gojišču, dejanske vrednosti brstnega števila nižje 
in vrednosti latentne periode višje – omenjen trend je skladen s prileganjem enačb k 
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eksperimentalnim rezultatom. Po drugi strani pa na vrednosti konstante adsorpcije 
hibernacija ni vplivala, ker tekom eksperimentov določanja konstante adsorpcije ni prišlo do 
dodatka svežih hranil k inficiranim bakterijskim celicam. Zaradi tega dejstva, smo prvotno 
določene vrednosti koeficientov iz Enačbe (10) pri izračunih produktivnosti ohranili v isti 
obliki (glej Preglednico 12 in 14). Pri analizi vpliva posameznih spremenljivk na 
produktivnost kontinuirane proizvodnje bakteriofagov se je dodatno pokazalo, da ima 
konstanta adsorpcije minimalen učinek na produktivnost v primerjavi z ostalimi 
bakteriofagnimi rastnimi parametri (Slika 24). 
 
Pri primerjanju rezultatov produktivnosti kontinuirane proizvodnje bakteriofagov pri 
variabilnem (Slika 23) in konstantnem (Slika 24) fiziološkem stanju se je pojavila zanimiva 
razlika v trendih koncentracije bakteriofagov. V primeru variabilnega fiziološkega stanja 
bakterij je koncentracija bakteriofagov izkazovala maksimum, medtem ko je v primeru 
konstantnega fiziološkega stanja koncentracija bakteriofagov naraščala ob zmanjševanju 
hitrosti redčenja v bioreaktorju “P”. Po drugi strani pa je produktivnost izkazovala 
maksimum pri eksperimentih obeh fizioloških stanjih bakterije. Zanimivo je, da so bili 
opaženi podobni trendi za koncentracijo proteinov in produktivnost kontinuirane 
proizvodnje proteinov v sistemu dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev kot v našem 
primeru za rezultate drugega niza eksperimentov (konstantno fiziološko stanje bakterij (Oh 
in sod., 2005). Oh in sodelavci so uporabili lizogene bakteriofage za ekspresijo proteinov v 
drugem mešalnem bioreaktorju. Hitrost redčenja v prvem bioreaktorju je bila konstantna, 
medtem ko je bila hitrost redčenja v drugem bioreaktorju spremenljiva (avtorji niso 
spreminjali volumna drugega bioreaktorja tako kot v našem primeru, ampak so povečali 
hitrost redčenja v drugem bioreaktorju z neposrednim uvajanjem svežega gojišča z izbranim 
pretokom v drugi bioreaktor). Njihovi rezultati so pokazali, da je koncentracija proteinov 
naraščala ob zmanjševanju hitrosti redčenja v drugem bioreaktorju, medtem ko je 
produktivnost sistema izkazovala maksimum (Oh in sod., 2005).  
 
5.3 VPLIV POSAMEZNIH SPREMENLJIVK NA PRODUKTIVNOST 
KONTINUIRANE PROIZVODNJE BAKTERIOFAGOV V DVEH 
ZAPOREDNIH MEŠALNIH BIOREAKTORJIH 
 
Ker so bile naše teoretične napovedi za trende koncentracije bakteriofagov ter produktivnosti 
kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v skladu s trendi eksperimentalnih podatkov, je bil 
naslednji korak ugotavljanje, kako posamezni koeficienti enačb ter bakteriofagni rastni 
parametri vplivajo na produktivnost kontinuirane proizvodnje pri obeh nizih eksperimentov 
(Slika 23 in 24). Za kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov pri variabilnem fiziološkem 
stanju bakterije ima največji vpliv na optimalno hitrost redčenja koeficient Lmin iz Enačbe 
(11) (Slika 23B), medtem ko imata pomemben vpliv na maksimalno produktivnost 
koeficient Lmin iz Enačbe (11) ter koeficient k iz Enačbe (12) (Slika 23C). Zmanjševanje 
vrednosti koeficienta Lmin vodi v naraščanje optimalne hitrosti redčenja ter naraščanje 
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maksimalne produktivnosti, medtem ko zmanjševanje vrednosti koeficienta k vodi v 
zmanjševanje maksimalne produktivnosti – zveza med koeficientom k in maksimalno 
produktivnosti pa je premo sorazmerna. Omenjene ugotovitve so pričakovane, saj nižje 
vrednosti koeficienta Lmin vodijo v krajše latentne periode in posledično pogostejše cikle 
namnoževanja bakteriofagov v bioreaktorju, medtem ko koeficient k prispeva k številu na 
novo proizvedenih bakteriofagov na cikel namnoževanja – torej višji kot je koeficient k, 
večje je število na novo proizvedenih bakteriofagov na cikel namnoževanja. Vsi ostali 
koeficienti, še posebej koeficienti enačb za konstanto adsorpcije (δmax, δ’, in Kads iz Enačbe 
(10)), imajo minimalen vpliv na optimalno hitrost redčenja ter maksimalno produktivnost. 
Podobni izsledki kot v primeru variabilnega fiziološkega stanja bakterij veljajo tudi za 
konstantno fiziološko stanje (Slika 24). Latentna perioda ima največji vpliv na optimalno 
hitrost redčenja, medtem ko je vpliv brstnega števila in adsorpcije minimalen (Slika 24B). 
Ko se vrednost latentne periode zmanjšuje, optimalna hitrost redčenja narašča. Pomemben 
vpliv na maksimalno produktivnost pa imata latentna perioda in brstno število (Slika 24C). 
Naraščanje vrednosti latentne periode vodi v zmanjševanje maksimalne produktivnosti, 
medtem ko naraščanje vrednosti brstnega števila vodi v naraščanje maksimalne 
produktivnosti – tako kot v primeru variabilnega fiziološkega stanja bakterij obstaja med 
brstnim številom in maksimalno produktivnostjo linearna korelacija (Slika 24C). Zanimal 
nas je tudi vpliv posameznih spremenljivk na koncentracijo bakteriofagov pri kontinuirani 
proizvodnji bakteriofagov za variabilno ter konstantno fiziološko stanje bakterij (Slika 25), 
iz rezultatov je lepo razvidna razlika v trendih koncentraciji bakteriofagov med obema 
nizoma eksperimentov (variabilno in konstantno fiziološko stanje bakterij). 
 
Ker je končni cilj proizvodnje bakteriofagov visoka produktivnost ter konstantna kvaliteta 
bakteriofagov (Merabishvili in sod., 2009; Pirnay in sod., 2015; Pirnay in sod., 2018), se 
pojavi vprašanje katera izmed eksperimentalnih postavitev (1. konstanten volumen v obeh 
bioreaktorjev in spreminjanje pretoka skozi bioreaktorja ali 2. konstanten pretok ter volumen 
prvega bioreaktorja in spreminjanje volumna drugega bioreaktorja) kontinuirane 
proizvodnje bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev bi bila bolj 
primerna za proizvodnjo. V našem primeru rezultati iz Slike 20 in 21 nakazujejo, da bi bila 
bolj primerna druga postavitev, torej konstanten pretok ter volumen prvega bioreaktorja in 
spreminjanje volumna v drugem bioreaktorju (konstantno fiziološko stanje bakterij), saj smo 
pri tej postavitvi dosegli višjo maksimalno produktivnost (1∙109 PFU mL-1 h-1) pri nižji 
optimalni hitrosti redčenja (2.0 h-1) v primerjavi z rezultati prvega niza eksperimentov 
(variabilno fiziološko stanje bakterij, Pr = 4∙10
8 PFU mL-1 h-1 in Dopt = 3.5 h
-1). Potrebno pa 
je imeti v mislih, da je razmerje hitrosti redčenja v bioreaktorju “C” in “P” pri prvem nizu 
eksperimentov oz. variabilnem fiziološkem stanju bakterij znašalo 1 : 5, medtem ko je bilo 
omenjeno razmerje pri drugem nizu eksperimentov oz. konstantnem fiziološkem stanju 
bakterij dvakrat višje (1 : 2,5). Iz tega sledi, da pri drugem nizu eksperimentov najverjetneje 
obstajajo višje verjetnosti pojavljanja mutiranih bakterij, ki bi lahko izkazovale rezistentnost 
na terapijo s bakteriofagi, saj je hitrost redčenja v bioreaktorju “P” nižja. Potrebni bi bili 
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dodatni eksperimenti na nivoju genoma bakterije in bakteriofaga, da bi lahko z večjo 
zanesljivostjo ocenili, katera izmed eksperimentalnih postavitev bi predstavljala 
najprimernejšo izbiro za robustno kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov.  
 
Tekom eksperimentov smo uspeli pokazati dobro ujemanje eksperimentalnih podatkov s 
teoretičnimi napovedmi pri kontinuirani proizvodnji izključno litičnega bakteriofaga T4, 
postavlja pa se vprašanje ali bi lahko z istimi enačbami dobro opisali tudi primer gojenja 
lizogenih bakteriofagov. Menimo, da bi za načrtovanje kontinuirane proizvodnje lizogenih 
bakteriofagov še vedno potrebovali oba pristopa – eksperimentalne podatke ter teoretične 
napovedi, ker ni jasno, če bi razvit model lahko dobro opisal obnašanje lizogenih 
bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev. Lizogeni bakteriofagi bi 
namreč lahko izkazovali drugačen trend brstnega števila v odvisnosti od hitrosti redčenja kot 
smo ga opazili pri izključno litičnem bakteriofagu T4, saj bi se prehod iz lizogenega v litičen 
cikel lahko zgodil tudi zaradi stresa (SOS odziv), ki ga povzroči stradanje bakterijskih celic 
(Rokney in sod., 2008; Simmons in sod., 2008; Little in Michalowski, 2010). Pri stradanju 
bakterij namreč lahko pride do poškodb DNK, takrat se vključi SOS odziv, ki okrepi sisteme 
za popravljanje DNK in inducira mutagenezo, obenem pa lahko povzroči tudi zaustavitev 
delitve celic ter celičnega dihanja (Simmons in sod., 2008). V primeru lizogenih 
bakteriofagov bi torej morali opaziti maksimum za brstno število kot funkcijo hitrosti 
redčenja zaradi prehajanja lizogenega cikla v litičnega ob pojavu stresa zaradi stradanja. Pri 
najvišji hitrosti redčenja, bi lizogeni bakteriofagi bili v lizogenem stanju, saj bi bila stopnja 
stresa zaradi stradanja bakterij nizka oz. enaka 0, obenem pa bi bilo brstno število 0 zaradi 
odsotnosti celične lize. Ko bi se hitrost redčenja zmanjševala, bi se pri določeni hitrosti 
redčenja dosegel maksimum brstnega števila, saj bi brstno število naraščalo zaradi 
prehajanja bakteriofagov iz lizogenega cikla v litični cikel. Ko bi se hitrost redčenja še naprej 
zmanjševala proti 0, pa bi se brstno število začelo zmanjševati, ker bi se zaradi zniževanja 
energijskega stanja bakterij, znižal tudi potencial pomnoževanja bakteriofagov. 
 
Z omenjenimi eksperimenti smo želeli preučiti vpliv hitrosti redčenja na produktivnost 
kontinuirane proizvodnje bakteriofaga T4 v sistemu dveh zaporednih mešalnih 
bioreaktorjev. Iz rezultatov je jasno razvidno, da ima hitrost redčenja pomemben vpliv na 
produktivnost bakteriofagov v omenjenem sistemu. Tekom raziskovalnega dela smo opazili 
pomembno razliko v trendih koncentracije bakteriofagov med obema nizoma eksperimentov 
(variabilno in konstantno fiziološko stanje bakterij). S teoretično analizo vpliva posameznih 
spremenljivk na kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov smo pokazali, da imata latentna 
perioda ter brstno število najpomembnejši vpliv na maksimalno produktivnost ter optimalno 
hitrost redčenja. Rezultati naše študije kažejo, da je zelo pomembno podrobno raziskati vpliv 
hitrosti redčenja za določen izbor bakteriofaga in bakterije z namenom doseganja 
maksimalne produktivnosti pri kontinuirani proizvodnji bakteriofagov. Za izbrano dvojico 
bakteriofaga T4 in E.coli K-12 smo določili maksimalno produktivnost 109 PFU mL-1 h-1, 
kar predstavlja proizvodnjo 2,4∙1013 PFU na dan v sistemu dveh zaporednih mešalnih 
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bioreaktorjih z delovnim volumnom 1 L. “Cellstat” torej predstavlja ustrezen izbor za 
kontinuirano proizvodnjo z visoko produktivnostjo (Nabergoj in sod., 2018b). 
 
5.4 KONTINUIRANA PROIZVODNJA BAKTERIOFAGOV V SISTEMU DVEH 
ZAPOREDNIH BIOREAKTORJEV – MEŠALNEGA IN CEVNEGA 
BIOREAKTORJA 
 
Preizkusili smo tudi drugo različico za kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov v sistemu 
dveh zaporednih bioreaktorjev, pri kateri je bil prvi bioreaktor mešalni (bioreaktor »C«), 
drugi pa cevni. Mešalni bioreaktor »C« nam je služil za robustno kontinuirano gojenje 
bakterij pri določeni hitrosti redčenja oz. hitrosti rasti bakterije, bakterija pa je z 
bakteriofagom prišla v kontakt na začetku horizontalnega cevnega bioreaktorja, kjer je prišlo 
do infekcije in kontinuiranega namnoževanja bakteriofagov vzdolž celotne dolžine cevnega 
bioreaktorja (Podgornik in sod., 2015). S spreminjanjem dolžine cevnega bioreaktorja lahko 
direktno vplivamo na teoretični zadrževalni čas bakteriofaga in bakterije v cevnem 
bioreaktorju (Ballyk in Smith, 1999). Cevni bioreaktorji imajo tudi določene prednosti v 
primerjavi s sistemom dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev kot so preprosta 
konstrukcija, lažji prenos proizvodnje v večjem volumnu (scale-up), mešanje v cevnem 
bioreaktorju je bolj enotno,  prenos mase in toplote sta bolj učinkovita v cevnih reaktorjih 
zaradi višjega razmerja med površino in volumnom bioreaktorja, lažje pa je tudi vzdrževanje 
zaradi osnovnih sestavnih elementov (Russell in sod., 1974; Šantek in sod., 2006). Vseeno 
pa obstajajo tudi pomanjkljivosti v primerjavi z mešalnim bioreaktorjem, saj v cevnem 
bioreaktorju ne morejo potekati šaržni procesi, obenem pa cevni bioreaktorji zaradi slabšega 
prenosa mase v aksialni smeri in nižje kapacitete oskrbe s kisikom niso primerni za 
bioprocese pri katerih je potrebna visoka potreba po kisiku (Šantek in sod., 2006). 
Kombinacija mešalnega in cevnega bioreaktorja se kot proizvodnji sistem največkrat 
uporablja pri izdelavi biopesticidov (Moser, 1991), v našem primeru pa smo tak sistem 
uporabili za preučevanje manj raziskane kontinuirane proizvodnje bakteriofagov. Poznamo 
najrazličnejše izvedbe horizontalnega cevnega bioreaktorja kot so preprosta cev, bioreaktor 
sestavljen iz biodiskov, cevni bioreaktor z več rezili, horizontalni vrtljivi cevni bioreaktor, 
tankoplastni cevni bioreaktor, cevni bioreaktor z mehanskim ali pnevmatskim 
prezračevanjem in mešanjem (Šantek in sod., 2006). V našem primeru smo se osredotočili 
na najbolj preprosto različico, cevni bioreaktor je namreč predstavljala silikonska cev zvita 
v spiralo. Tak tip cevnih bioreaktorjev oponaša naravni tok tekočine v rekah in se zelo 
pogosto uporablja v procesih čiščenja odpadnih voda (Krishna, 2013; Liotta in sod., 2014), 
pri čemer se lahko uporablja tudi bakteriofage kot sredstvo za odstranjevanje kontaminacij 
z bakterijami (Dias in sod., 2015; Worley-Morse in Gunsch, 2015).  
 
Presenetili so nas rezultati kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v sistemu mešalnega in 
cevnega bioreaktorja pri različnih pretokih oz. različnih hitrostih rasti bakterij, saj ni bilo 
opaziti vpliva hitrosti rasti bakterij na koncentracijo bakteriofagov v cevnem bioreaktorju 
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(Slika 27). Trendi naraščanja koncentracije bakteriofagov (Slika 27) ter padanja 
koncentracije bakterij (Slika 28) so bili zelo podobni, v vseh primerih je tudi bila dosežena 
skoraj enaka maksimalna koncentracija bakteriofagov (1∙109 PFU mL-1), kar je primerljivo 
z rezultati kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v sistemu dveh mešalnih bioreaktorjih pri 
konstantnem fiziološkem stanju (Slika 21). Poleg omenjenega dejstva nas je še posebej 
presenetil zelo hiter porast koncentracije bakteriofagov že pri najnižjem teoretičnem 
zadrževalnem času, zato smo izvedli eksperimente s katerimi smo želeli razložiti omenjena 
opažanja. Z eksperimentom ugotavljanja ali je kisik limitni faktor, ki vpliva na fiziologijo 
bakterij in posledično povzroča hitro povišanje koncentracije bakteriofagov v cevnem 
bioreaktorju pri nizkih zadrževalnih časih, smo pokazali, da kisik v našem primeru ni bil 
limitni faktor in posledično torej ni povzročil hitrega dviga koncentraciji bakteriofagov, saj 
sta bila trenda naraščanja koncentracije bakteriofagov brez in s prepihovanjem z dušikom 
praktično enaka (Slika 29). Iz rezultatov sledi, da četudi cevni bioreaktorji na splošno 
izkazujejo nižjo kapaciteto za oskrbo s kisikom (Šantek in sod., 2006), je tak sistem vseeno 
ustrezen v primeru kontinuirane proizvodnje bakteriofaga T4 v bakteriji E.coli K-12.  
 
Glavni razlog, da smo pri eksperimentih v cevnem bioreaktorju opazili zelo hitre poraste 
koncentracij bakteriofagov že pri nizkih zadrževalnih časih, bi lahko bilo zadrževanje 
bakterij v cevnem bioreaktorju. Po tej hipotezi bi se namreč bakterije lepile na steno cevnega 
bioreaktorja, kjer bi jih inficiral bakteriofag. Inficirane bakterije, prilepljene na steni cevnega 
bioraktorja, bi po določenem času oz. doseženi latentni periodi sprostile na novo proizvedene 
bakteriofage, kar bi posledično zaradi mirovanja takih bakterij lahko vodilo v visoke 
koncentracije bakteriofagov tudi pri zelo nizkih teoretičnih zadrževalnih časih v cevnem 
bioreaktorju. Omenjeno hipotezo nam je uspelo potrditi (Slika 30), saj smo uspeli pokazati, 
da se bakterija tudi pri večkratnem spiranju še vedno uspe zadržati v cevnem bioreaktorju 
(Slika 30A), koncentracija bakterij se je namreč iz začetne vrednosti 1∙109 CFU mL-1 pred 
spiranjem znižala za 200-krat ter se ustalila na vrednosti 5∙106 CFU mL-1. Kasnejše uvajanje 
bakteriofaga v predhodno večkratno spran cevni bioreaktor je vodilo v naraščanje 
koncentracije bakteriofagov (10.000-kratno povečanje glede na začetno koncentracijo) ter 
padanje koncentracije bakterij (1.000-kratno zmanjšanje glede na začetno koncentracijo) 
(Slika 30B), iz česar sledi, da omenjen pojav zadrževanja bakterij na stenah cevnega 
bioreaktorja povzroči hiter dvig koncentracije bakteriofagov pri nizkih teoretičnih 
zadrževalnih časih, saj je bil ta eksperiment izveden v cevnem bioreaktorju z zadrževalnim 
časom 10 min. Če v cevnem bioreaktorju ne bi prihajalo do zadrževanja bakterij in bi torej 
teoretični zadrževalni čas v cevnem bioreaktorju predstavljal dejanski zadrževalni čas, ne bi 
opazili naraščanja koncentracije bakteriofagov kot v našem primeru, še posebej ker je bil 
zadrževalni čas cevnega bioreaktorja približno 2,5-krat nižji od povprečne latentne periode 
bakteriofaga T4 (25,5 min), ki je opisana v literaturi (Abedon in sod., 2001). 
 
Adhezija bakterij in posledično sposobnost tvorbe biofilma na površini v večini primerov 
predstavlja težavo na najrazličnejših področjih kot so medicina, zobozdravstvo, 
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prehrambena ter naftna industrija (Garrett in sod., 2008; Hori in Matsumoto, 2010). V 
literaturi pa so opisani tudi primeri, v katerih je adhezija bakterij in tvorba biofilmov 
zaželena oz. se jo celo spodbuja. Pojav biofilma je koristen pri razgradnji okolju nevarnih 
kemikalij v tleh (Bouwer in Zehnder, 1993), v bioreaktorjih za čiščenje odpadnih voda 
(Marjaka in sod., 2003) ali za obdelavo odpadnih plinov (Hori in sod., 2001), pri razgradnji 
biopolimerov kot je celuloza (Rakotoarivonina in sod., 2002) in pri bioflokulantih, ki se 
uporabljajo za ločevanje delcev premoga (Raichur in sod., 1996). V literaturi je bil pojav 
biofilma v cevnih bioreaktorjih že opisan (Voloshin in sod., 2005), razviti so bili tudi 
najrazličnejši matematični modeli, s katerimi so raziskovalci poskušali napovedati rast 
bakterije in tvorbo biofilma v cevnem bioreaktorju (Ballyk in Smith, 1999; Jones in sod., 
2003; Jones in sod., 2002). Zadrževanje bakterij v cevnem bioreaktorju bi lahko v našem 
primeru predstavljalo neželen pojav, ker bi v primeru pojava mutacij in rezistentnih bakterij 
na bakteriofage prišlo do zmanjšanja koncentracije bakteriofagov in posledično nižje 
produktivnosti. Po drugi strani, pa bi lahko zadrževanje bakterij v cevnem bioreaktorju lahko 
imelo pozitivne učinke na produktivnost, saj bi se tako podaljšal čas kontakta med bakterijo 
in bakteriofagom, kar bi posledično zvišalo produktivnost. Potrebni so seveda nadaljnji 
eksperimenti na nivoju genoma bakterije in bakteriofaga, ki bi potrdili ali ovrgli te hipoteze.  
 
Primerjali smo tudi kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov v sistemu mešalnega in cevnega 
bioreaktorja s šaržnim gojenjem bakteriofagov. Iz Slike 31 je razvidno, da je maksimalna 
koncentracija bakteriofagov v primeru kontinuirane proizvodnje znašala 1∙109 PFU mL-1, v 
primeru šaržnega gojenja pa je le ta znašala 3∙1010 PFU mL-1, torej 30-krat višja 
koncentracija v primerjavi s  kontinuirano proizvodnjo. Po drugi strani, pa so se pri šaržnem 
gojenju koncentracije bakterij znižale za približno 100-krat bolj kot v primerjavi s 
kontinuirano proizvodnjo. Na prvi pogled izgleda, da bi bilo šaržno gojenje v erlenmajericah 
boljše, ker smo na ta način dosegli višje koncentracije bakteriofagov kot v primeru 
kontinuirane proizvodnje. Če pa upoštevamo, da bi kontinuirani proces izvajali v istem 
delovnem volumnu kot smo ga imeli v erlenmajerici (torej bi bil volumen v mešalnem 
bioreaktorju 4-krat višji kot pri naših eksperimentih, posledično bi bili tudi pretoki 4-krat 
višji) in da smo pri šaržnem gojenju potrebovali približno 8 h, da smo celoten proces gojenja 
izvedli, lahko iz podatkov izračunamo, da bi v primeru šaržnega gojenja celokupno nastalo 
3,0∙1012 PFU, v primeru kontinuirane proizvodnje pa 1,5∙1012 PFU. Če pa predpostavimo, 
da bi kontinuirani sistem deloval 24 h, bi v tem času nastalo 4,5∙1012 PFU, torej bi že v prvem 
dnevu obratovanja kontinuirane proizvodnje za približno 1,5-krat presegli število 
proizvedenih bakteriofagov v primerjavi s šaržnim procesom. Kontinuirani proces omogoča 
robustno proizvodnjo, večjo kontrolo bioprocesov, višje izkoristke ter večjo produktivnost 
kot šaržni proces, pri katerem največji problem predstavlja čiščenje ter sterilizacija 
bioreaktorskih posod po vsakem posameznem proizvodnem ciklu (Sauvageau in Cooper, 
2010; Agboluaje in Sauvageau, 2018). V zadnjem času se trendi razvoja farmacevtske 
industrije zaradi prednosti kontinuiranih sistemov vedno bolj usmerjajo v kontinuirano 
proizvodnjo ter čiščenje bioloških zdravil (Jungbauer, 2013; Lee in sod., 2015; Cole in 
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Johnson, 2018). Predvidevamo, da bo tudi trend proizvodnje bakteriofagov šel v podobni 
smeri, kar daje pomembnost študijam kontinuirane proizvodnje bakteriofagov.   
 
Nadalje nas je zanimala tudi morebitna razlika v kromatografski ločbi vzorcev pridobljenih 
iz kontinuirane proizvodnje in šaržnega gojenja bakteriofagov s pomočjo HPLC sistema in 
CIM® QA monolitnega diska. Monoliti so se izkazali kot zelo uporabna stacionarna faza pri 
čiščenju različnih bakteriofagov (Smrekar in sod., 2011b). Smrekar in sodelavci so razvili 
protokol za čiščenje in koncentriranje bakteriofaga T4 s pomočjo močnega anionskega 
izmenjevalca (QA), katerega smo v rahlo spremenjeni obliki uporabili tudi pri naših 
eksperimentih (Smrekar in sod., 2008). Iz rezultatov vzorcev iz kontinuirane proizvodnje 
bakteriofagov je razvidno (Slika 32), da se kromatogram za absorpcijo pri valovni dolžini 
280 in 254 nm ni spreminjal tekom celotnega razpona teoretičnega zadrževalnega časa v 
cevnem bioreaktorju (Slika 32A in 32B), kar potrjuje tudi konstantna višina vrhov 1 in 2 
(Slika 32C in 32D). Rezultati vzorcev iz šaržnega gojenja (Slika 33) pa so pokazali, da je 
prišlo do sprememb v kromatogramu za absorpcijo pri obeh valovnih dolžinah, saj sta se 
vrhova 1 in 2 začela združevati v en vrh, ko se je čas od dodatka bakteriofagov k bakteriji 
večal (Slika 33A in 33B), kar je razvidno tudi iz višin vrhov 1 in 2 (Slika 33C in 33D). Zaradi 
združevanja vrhov 1 in 2 smo za daljše čase od dodatka bakteriofaga k bakteriji izvedli na 
HPLC sistemu analizo z 2-krat daljšim gradientom, ker smo želeli vrhove med seboj bolje 
ločiti. To nam je tudi uspelo, kar prikazuje Slika 34. Presenetljivo se je izkazalo, da se ob 
relativno konstantni višini vrha 1, višina vrha 2 začela zniževati, medtem ko se je pri 
retencijskem volumnu 13,2 mL pojavil vrh 3, katerega višina je naraščala in se potem ustalila 
(Slika 34C in 34D). Za vrhove 1, 2 in 3 smo izračunali koncentracijo NaCl, pri kateri je 
prišlo do elucije, vrednosti so za posamezne vrhove znašale 0,15 mol L-1, 0,37 mol L-1 in 
0,56 mol L-1 (Preglednica 18). Iz literature je znano, da ob uporabi močnega anionskega 
izmenjavalca pride do elucije bakteriofagov pri koncentraciji NaCl med 0,3 in 0,5 mol L-1 
(Smrekar in sod., 2008), medtem ko ponavadi pride do elucije gDNA pri koncentraciji NaCl 
med 0,6 in 0,8 mol L-1 (Benčina in sod., 2004; Urthaler in sod., 2005; Smrekar in sod., 
2011a). Nečistote kot so bakterijska gDNK in proteini, fragmenti bakterijske DNK ter 
bakterijske celične stene predstavljajo največji problem pri kromatografski ločbi 
bakteriofagov, ker se tako kot bakteriofagi vežejo na kromatografski nosilec in se eluirajo 
ob podobnih retencijskih časih, kar vodi v prekrivanje vrhov in posledično slabšo ločbo 
(Podgornik in sod., 2014; Smrekar in sod., 2011a). Bakteriofagi so se v našem primeru 
najverjetneje eluirali nekje med vrhovoma 1 in 2, vrh 3 pa je najverjetneje pripadal 
bakterijski gDNK. Elucija bakteriofagov ter nečistot (bakterijska gDNK, proteini, fragmenti 
bakterijske DNK ter celične stene) se je v našem primeru najverjetneje zgodila pri malce 
nižjih koncentracijah NaCl kot je opisano v literaturi, ker smo uporabljali že večkrat 
uporabljen CIM® QA monolitni disk na katerega so se lahko irreverzibilno vezale 
najrazličnejše snovi. Kapaciteta vezave na taki koloni bi se zaradi že vezanih snovi znižala, 
kar bi lahko vodilo do sprememb v interakciji med analitom in stacionarno fazo in 
posledično do elucije pri nižjih koncentracijah NaCl. Vzorce iz kontinuirane proizvodnje in 
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šaržnega gojenja bakteriofagov smo nanesli še na agarozno gelsko elektroforezo z namenom 
ugotavljanja razlik med obema načinoma gojenja. Rezultati agarozne gelske elektroforeze 
nakazujejo, da vrh 3 dejansko predstavlja gDNK pri vzorcih iz šaržnega gojenja 
bakteriofagov, saj pojav vrha sovpada s pojavom lise gDNK. Potrdila se je tudi razlika v 
kromatogramih kontinuirane proizvodnje in šaržnega gojenja, saj za vzorce iz kontinuirane 
proizvodnje na gelu ni bilo moč opaziti bakterijske gDNK, medtem ko smo pri šaržnem 
gojenju opazili gDNK pri daljših časih od dodatka bakteriofagov k bakteriji (Slika 36). Na 
tem mestu se pojavi vprašanje, zakaj pri kontinuirani proizvodnji bakteriofagov v sistemu 
mešalnega in cevnega bioreaktorja nismo uspeli opaziti bakterijske gDNK, ki se jo s 
pomočjo HPLC sistema lažje odstrani od bakteriofagov kot fragmentirano DNK (Smrekar 
in sod., 2011a). Omenjen pojav bi mogoče lahko razložili z zadrževanjem bakterij v obliki 
tvorbe biofilma v cevnem bioreaktorju. Sproščene DNaze iz liziranih inficiranih bakterijskih 
celic, ki so se zadržale na steni cevnega bioreaktorja, bi lahko razgradile bakterijsko gDNA. 
Koncentracija DNaz bi bila zaradi zadrževanja bakterijskih celic na steni precej višja kot v 
primeru, če zadrževanje bakterij v cevnem bioreaktorju ne bi bilo prisotno in bi bakterijske 
celice ter posledično tudi DNaze potovale s tokom tekočine. 
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6 SKLEPI  
 
Tekom raziskovalnega dela v sklopu doktorske naloge smo si poskušali odgovoriti na 
postavljene hipoteze in tako prišli do sledečih sklepov: 
 
 Hitrost redčenja v mešalnem bioreaktorju oz. hitrost rasti bakterije E.coli K-12 ima 
pomemben vpliv na bakteriofagne rastne parametre bakteriofaga T4: konstanto 
adsorpcije, latentno periodo ter brstno število. Ko je hitrost redčenja oz. hitrost rasti 
bakterije naraščala, sta se konstanta adsorpcije ter latentna perioda zmanjševali, brstno 
število pa je linearno naraščalo. 
 
 Hitrost redčenja v mešalnem bioreaktorju oz. hitrost rasti bakterije E.coli K-12  ima tudi 
pomemben vpliv na populacijsko hitrost rasti bakteriofaga T4. Populacijska hitrost rasti 
bakteriofaga je naraščala hitreje pri nizkih hitrostih redčenja, pri višjih hitrostih redčenja 
pa je naraščala počasneje, približevala se je maksimalni vrednosti, ko se je hitrost 
redčenja približevala maksimalni specifični hitrosti bakterij. 
 
 Spreminjanje populacijske hitrosti rasti bakteriofaga T4 s hitrostjo redčenja lahko zelo 
dobro opiše preprosta Monodovo enačba. 
 
 Za dvojico bakteriofag T4 in bakterijo E.coli K-12 je obstajala hitrost redčenja v drugem 
mešalnem bioreaktorju pri kateri je bila produktivnost maksimalna, obenem pa je bila 
hitrost redčenja višja od maksimalne specifične hitrosti rasti bakterije. Opažen 
maksimum produktivnosti je bil prisoten pri kontinuirani proizvodnji bakteriofagov v 
dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjih za variabilno in za konstantno fiziološko stanje 
bakterij, medtem ko sta se trenda koncentracije bakteriofagov razlikovala. Pri 
variabilnem fiziološkem stanju je koncentracija bakteriofagov izkazovala maksimum, 
pri konstantnem fiziološkem stanju pa je koncentracija bakteriofagov padala z 
naraščanjem hitrosti redčenja. 
 
 Na produktivnost kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v dveh zaporednih mešalnih 
bioreaktorjev vplivajo procesni parametri (hitrost redčenja in koncentracija bakterij v 
vtoku v drugi mešalni bioreaktor) kot tudi bakteriofagni rastni parametri (adsorpcija, 
latentna perioda in brstno število).  
 
 Na optimalno hitrost redčenja, pri kateri se je dosegla maksimalna produktivnost, je 
imela največji vpliv latentna perioda, medtem ko je bil vpliv brstnega števila in 
adsorpcije minimalen. Ko se je vrednost latentne periode zmanjševala, je vrednost 
optimalne hitrosti redčenja naraščala. Na maksimalno produktivnost sta imela največji 
vpliv latentna perioda in brstno število. Naraščanje vrednosti latentne periode je vodilo 
v zmanjševanje vrednosti maksimalne produktivnosti, medtem ko je naraščanje 
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vrednosti brstnega števila vodilo v linearno naraščanje vrednosti maksimalne 
produktivnosti. Vrednost adsorpcije je ponovno imela zanemarljiv vpliv na maksimalno 
produktivnost. Omenjeni izsledki veljajo za kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov v 
sistemu dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev tako pri variabilnem kot pri 
konstantnem fiziološkem stanju bakterij. 
 
 Mogoče je vzpostaviti robustno kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov v sistemu dveh 
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Bakteriofagi so bakterijski virusi, predstavljajo naravne sovražnike bakterij, ki specifično 
okužijo bakterijo, se v njej pomnožijo, jo uničijo ter se preko lize sprostijo v okolje. Kot ena 
od alternativ zdravljenja bakterijskih infekcij se je v zadnjem času zaradi porasta multi-
rezistentnih patogenih bakterij ponovno začela omenjati bakteriofagna terapija, ki se že 
uspešno uporablja na različnih področjih kot je kmetijstvo, prehrambena industrija, 
biotehnologija, veterina in v zadnjem času tudi medicina. Navkljub vedno bolj široki 
uporabi, pa je proizvodnja bakteriofagov v večini primerov tradicionalna, saj še vedno 
poteka v erlenmajericah na stresalnikih ali na industrijski ravni kot šaržni proces v 
bioreaktorjih. Kontinuirana proizvodnja bakteriofagov bi lahko predstavljala dragoceno 
alternativo obstoječemu šaržnemu načinu proizvodnje. 
 
V našem primeru smo se osredotočili na kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov v sistemu 
dveh zaporednih bioreaktorjev, pri čemer smo preizkusili dve različici. Prva različica je bila 
sestavljena iz dveh zaporedno povezanih mešalnih bioreaktorjev ter je predstavljala t. i. 
»cellstat«, druga različica pa je bila sestavljena iz dveh zaporednih bioreaktorjev, pri katerem 
je prvi predstavljal mešalni bioreaktor, drugi pa cevni bioreaktor. V obeh primerih se je v 
prvem bioreaktorju gojila bakterija brez prisotnosti bakteriofaga, ki se je preko povezave 
stekala v drugi bioreaktor, v katerem pa je potekala infekcija bakterije z bakteriofagom in 
pomnoževanje bakteriofaga. Za sistem bakterija-bakteriofag smo uporabili modelna 
organizma - hitro rastočo fakultativno anaerobno bakterijo E. coli K-12 ter izključno litičen 
T4 bakteriofag.  
 
Predpogoj za eksperimente kontinuirane proizvodnje bakteriofagov je bil razvoj krmilnika 
peristaltičnih črpalk ter senzorja optične gostote. Pri eksperimentih preučevanja vpliva 
hitrosti redčenja v mešalnem bioreaktorju na bakteriofagne rastne parametre se je izkazalo, 
da ko je hitrost redčenja naraščala, sta se konstanta adsorpcije ter latentna perioda 
zmanjševali, brstno število pa je linearno naraščalo. Z matematičnimi enačbami smo opisali 
posamezne bakteriofagne parametre kot funkcije hitrosti redčenja. Hitrost redčenja ima tudi 
pomemben vpliv na populacijsko hitrost rasti bakteriofagov (λ), saj je ob naraščanju hitrosti 
redčenja tudi parameter λ naraščal. Izkazalo se je tudi, da spreminjanje λ kot funkcije hitrosti 
redčenja, lahko zelo dobro opiše preprosta Monodova enačba.  
 
Pri študijah produktivnosti kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v sistemu dveh 
zaporednih bioreaktorjih (prva različica) se je izkazalo, da je obstajala hitrost redčenja v 
drugem mešalnem bioreaktorju pri kateri je bila produktivnost maksimalna. Omenjeno 
dejstvo se je pri produktivnosti pokazalo pri obeh nizih eksperimentov – torej pri variabilnem 
in konstantnem fiziološkem stanju bakterij, medtem ko sta se trenda koncentracij 
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bakteriofagov razlikovala. Pri variabilnem fiziološkem stanju je koncentracija bakteriofagov 
izkazovala maksimum, pri konstantnem fiziološkem stanju pa je koncentracija bakteriofagov 
padala z naraščanjem hitrosti redčenja. Izvedli smo tudi teoretično analizo vpliva 
spremenljivk na produktivnost kontinuirane proizvodnje bakteriofagov v sistemu dveh 
zaporednih mešalnih bioreaktorjih za variabilno in konstatno fiziološko stanje. Izkazalo se 
je, da na produktivnost vplivajo procesni parametri (hitrost redčenja in koncentracija 
bakterij) ter tudi bakteriofagni rastni parametri (adsorpcija, latentna perioda in brstno 
število). Na optimalno hitrost redčenja, pri kateri se je dosegla maksimalna produktivnost, 
je imela največji vpliv latentna perioda, medtem ko je bil vpliv brstnega števila in adsorpcije 
minimalen. Ko se je vrednost latentne periode zmanjševala, je vrednost optimalne hitrosti 
redčenja naraščala. Na maksimalno produktivnost pa sta imela največji vpliv latentna 
perioda in brstno število. Naraščanje vrednosti latentne periode je vodilo v zmanjševanje 
vrednosti maksimalne produktivnosti, medtem ko je naraščanje vrednosti brstnega števila 
vodilo v linearno naraščanje vrednosti maksimalne produktivnosti. Vrednost adsorpcije je 
ponovno imela zanemarljiv vpliv. 
 
Z eksperimenti druge različice kontinuirane proizvodnje bakteriofagov smo pokazali, da je 
mogoče vzpostaviti robustno kontinuirano proizvodnjo bakteriofagov v sistemu dveh 
zaporednih bioreaktorjih, pri katerem je prvi predstavljal mešalni bioreaktor, drugi pa cevni 
bioreaktor. Ker so koncentracije bakteriofagov dosegle približno iste vrednosti ne glede na 
pretok skozi sistem, torej nismo opazili vpliva fiziologije bakterij kot v primeru dveh 
mešalnih bioreaktorjev, smo ugotavljali zakaj je temu tako. Najverjetnejši razlog za visoke 
koncentracije bakteriofagov že pri zelo nizkih teoretičnih zadrževalnih časih v cevnem 
bioreaktorju je zadrževanje bakterij v cevnem bioreaktorju. Zadrževanje bakterij v cevnem 
bioreaktorju bi lahko v našem primeru predstavljalo neželen pojav, ker bi v primeru pojava 
mutacij in rezistentnih bakterij na bakteriofage prišlo do zmanjšanja koncentracije 
bakteriofagov in posledično nižje produktivnosti. Po drugi strani, pa bi lahko zadrževanje 
bakterij v cevnem bioreaktorju lahko imelo pozitivne učinke na produktivnost, saj bi se tako 
podaljšal čas kontakta med bakterijo in bakteriofagom, kar bi posledično zvišalo 
produktivnost. Potrebni so seveda nadaljnji eksperimenti na nivoju genoma bakterije in 
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7.2 SUMMARY 
 
Bacteriophages are bacterial viruses, they represent natural killers of bacteria which 
specifically infect bacteria, amplify inside the host, then destroy the bacteria and finally after 
lysis new bacteriophages are released to the environment. Bacteriophage therapy has lately 
again become interesting as an alternative for treatment of bacterial infections due to an 
alarming widespread emergence of multidrug-resistant bacteria. Bacteriophage therapy has 
been succesfully applied in different fields such as agriculture, food industry, biotechnology, 
veterinary and lately also in medicine. Although there are many interesting fields in which 
phages are being increasingly involved, phage production is in most of the cases still 
traditional, taking place in shaking flasks or on industrial level, in bioreactors as a batch 
process. Therefore, continuous production of phages could represent a valuable alternative 
to current obsolete ways of propagation. 
 
In our case, we focused on continuous bacteriophage production in system of two bioreactors 
connected in series and we tested two versions. The first version consisted of two connected 
stirred bioreactors in series, representing cellstat. Second version consisted of two 
consecutive bioreactors, the first being stirred bioreactor and the other being a tubular 
bioreactor. In both cases, the bacteria was cultivated in the first bioreactor without presence 
of bacteriophages and was continuously transfered to the second bioreactor where infection 
with bacteriophage occured and initiated bacteriophage multiplication. For bacteria-
bacteriophage system we choosed obligately lytic bacteriophage T4 and fast growing 
facultative anaerobic Escherichia coli K-12 as a host. 
 
The precondition for experiments of continuous bacteriophage production was the 
development of a controller of peristaltic pumps and an optical density sensor. Experiments 
of the influence of dilution rate in stirred bioreactor on the bacteriophage growth parameters 
showed, that when the dilution rate increased, adsorption constant and latent period were 
decreasing, while the burst number was linearly increasing. Individual bacteriophage growth 
parameter as a function of dilution rate was described as a mathematical equation. The 
dilution rate has also a significant effect on bacteriophage population growth rate (λ), since 
when dilution rate was increasing, parameter λ was also increasing. It was observed that 
changing of parameter λ as a function of dilution rate can be also very well described by 
simple Monod equation.  
 
In studies to determine productivity of continuous bacteriophage production in cellstat (first 
version), it was found that there exist dilution rate in the second stirred bioreactor at which 
the productivity is maximal. This phenomenon was observed for productivity of both sets of 
experiments (variable and constant physiological state of bacteria), while the trends of 
concentration of bacteriophages differed significantly. In the case of variable physiological 
state, the concentration of bacteriophages had maximum, while in the case of constant 
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physiological state, the concentraion of bacteriophages was decreasing as dilution rate 
increased. Theoretical analysis was performed to determine influence of variables on 
producitivity of continuous production of bacteriophages in cellstat for variable and constant 
physiological state of bacteria. The results showed that both, process parameters (dilution 
rate and concentration of bacteria) and bacteriophage growth parameters (adsorption, latent 
period and burst size), have an influence on productivity. Latent period had the most 
important effect on optimal dilution rate (dilution rate at which maximal productivity is 
achieved), while the effect of burst size and adsorption was minimal. When the latent period 
decreased, the optimal dilution rate increased. On the other hand, latent period and burst size 
had the most profound effect on maximal productivity. When latent period increased, 
maximal productivity decreased, while increasing the burst size resulted in linear increasing 
of maximal productivity. Adsorption again had negligble impact. 
 
Experiments of second version showed that robust continuous bacteriophage production in 
a system of two consecutive bioreactors, the first being stirred bioreactor and the other being 
a tubular bioreactor, can be achieved. Since the concentrations of bacteriophages reached 
approximately the same value regardless the flow rate through the system (the effect of 
physiological state of bacteria was not observed as in the case of two stirred bioreactors), we 
wanted to determine the reason for that observation. The most probable reason for 
observation of high concentrations of bacteriophages even at very low theoretical retention 
times in the tubular bioreactor, is likely the retention of bacteria in tubular bioreactor. In our 
case, retention of bacteria could be an unwanted phenomenon, since in the case of emergence 
of resistant bacteria to bacteriophages, the concentration of bacteriophages and consequently 
productivity would be lower. On the other hand, retention of bacteria in tubular biroeactor 
could have positive impact on productivity, since the contact time between bacteria and 
bacteriophage would be longer, resulting in higher concentration of bacteriophages and 
productivity. Of course, further experiments at genome level are needed to confirm or reject 
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znanstvenih člankov ter nastajanju te doktorske naloge. Nadalje bi se rad zahvalil direktorju 
COBIK-a dr. Matjažu Peterki ter poslovni direktorici Hermini Ogrič za vso podporo, 
zaupanje ter omogočanje izobraževanja na najrazličnejših področjih med mojim delom. 
Hvala vsem sodelavcem in sodelavkam iz COBIK-a za znanstvene nasvete, vso pomoč, 
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Programska koda za krmilnik peristaltičnih črpalk s koračnim motorjem 































unsigned long time1=0; 
unsigned long time2=0; 




  Serial.begin(9600); 
  pinMode (Crp1, OUTPUT); 
  pinMode (Crp2, OUTPUT); 
  pinMode (Crp3, OUTPUT); 
  pinMode (Crp4, OUTPUT); 
  pinMode (Crp5, OUTPUT); 
  pinMode (Crp6, OUTPUT); 
   
  Serial.println("Pozdrav.Vnesi vrednosti za posamezno crpalko (locene z vejico) po naslednjem principu: St. 
crpalke, St. korakov na sekundo)"); 
  Serial.println("1600 predstavlja 1 obrat na sekundo pri vseh treh crpalkah"); 
  Serial.println("Ce si vnesel pravilno, bi se morale ustrezne vrednosti pokazati na serial monitorju ter LCD-
ju"); 
  Serial.println(" "); 
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  unsigned long timer=micros(); 
   
  if (Serial.available()>0){ 
  for (int x=0; x<3; x++){ 
  switch (x){ 
    case 0: 
      vre=Serial.parseInt(); 
      break; 
    case 1: 
      vre1=Serial.parseInt(); 
      break; 
    case 2: 
      for (int y=Serial.available();y==0;y--) 
      { 
        Serial.read(); //Odstranimo morebite odvečne podatke 
      } 
      break;  
  } 
  } 
  if (vre==1){ 
  koraki1=vre1; 
  ping1=1000000/(koraki1*8); 
   
   lcd.setCursor (0,0); 
    lcd.print ("    "); 
    lcd.setCursor (0,0); 
    lcd.print ("Crp1"); 
  lcd.setCursor (0,1); 
    lcd.print ("    "); 
    lcd.setCursor (0,1); 
    lcd.print (koraki1); 
     
  Serial.println("Crpalka:1"); 
  Serial.print("Koraki:"); 
  Serial.println(koraki1); 
  Serial.println("---------");  
  } 
   
  if (vre==2){ 
  koraki2=vre1; 
  ping2=1000000/(koraki2*8); 
   
  lcd.setCursor (6,0); 
      lcd.print ("    "); 
      lcd.setCursor (6,0); 
      lcd.print ("Crp2"); 
  lcd.setCursor (6,1); 
      lcd.print ("    "); 
      lcd.setCursor (6,1); 
      lcd.print (koraki2); 
       
  Serial.println("Crpalka:2"); 
  Serial.print("Koraki:"); 
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  Serial.println(koraki2);   
  Serial.println("---------");   
  } 
   
  if (vre==3){ 
  koraki3=vre1; 
  ping3=1000000/(koraki3*4); 
   
  lcd.setCursor (12,0); 
      lcd.print ("   "); 
      lcd.setCursor (12,0); 
      lcd.print ("Crp3"); 
  lcd.setCursor (12,1); 
      lcd.print ("   "); 
      lcd.setCursor (12,1); 
      lcd.print (koraki3);  
      
  Serial.println("Crpalka:3"); 
  Serial.print("Koraki:"); 
  Serial.println(koraki3); 
  Serial.println("---------"); 
   
  } 
   
  if (vre==4){ 
  PWM1=vre1; 
  analogWrite(Crp4, PWM1); 
  } 
   
  if (vre==5){ 
  PWM2=vre1; 
  analogWrite(Crp5, PWM2); 
  } 
   
  if (vre==6){ 
  PWM3=vre1; 
  analogWrite(Crp6, PWM3); 
  } 
    } 
    
   
 if (timer - time1 > ping1){ 
   time1 = timer; 
   if (koraki1==0){ 
   Crp1State=LOW; 
 } 
   else if (Crp1State==LOW){ 
   Crp1State=HIGH; 
 } 
   else{ 
   Crp1State=LOW; 
   } 
    digitalWrite (Crp1, Crp1State); 
 } 
      
 if (timer - time2 > ping2){ 
   time2 = timer; 
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   if (koraki2==0){ 
   Crp2State=LOW; 
 } 
   else if (Crp2State==LOW){ 
   Crp2State=HIGH; 
 } 
   else{ 
   Crp2State=LOW; 
   } 
    digitalWrite (Crp2, Crp2State); 
 } 
  
     
if (timer - time3 > ping3){ 
   time3 = timer; 
   if (koraki3==0){ 
   Crp3State=LOW; 
 } 
   else if (Crp3State==LOW){ 
   Crp3State=HIGH; 
 } 
   else{ 
   Crp3State=LOW; 
   } 
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Programska koda za senzor optične gostote 




























const long serialPing=60000; //V kakšnem časovnem intervalu bodo zajeti podatki 
unsigned long zadnjeSporocilo =0; 




  Serial.begin(9600); 
  pinMode (senzPin1, INPUT); 
  pinMode (senzPin2, INPUT); 
  pinMode (senzPin3, INPUT); 
  pinMode (senzPin4, INPUT); 
  pinMode (senzPin5, INPUT); 
  pinMode (senzPin6, INPUT); 
 
  pinMode (ledPin1, OUTPUT); 
  pinMode (ledPin2, OUTPUT); 
  pinMode (ledPin3, OUTPUT); 
 
  pinMode (senzorPin, OUTPUT); 
   
  Serial.println("sep=,"); 
  Serial.println("Cas(min), senz1, senz2, senz3, senz4, senz5, senz6"); 
  zadnjeSporocilo=millis(); 
} 
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void loop(){ 
   
  sedaj=millis(); 
  float cas=(float)sedaj/60000; //Čas v minutah 
   
  if(sedaj-zadnjeSporocilo>serialPing){ 
     
  digitalWrite (senzorPin, HIGH); 
   
  digitalWrite (ledPin1, HIGH); 
  delay(1000); 
   
  for(int i=0; i<100; i++){ 
  int vre0=analogRead (senzPin1); 
  int vre1=analogRead (senzPin2); 
  delay(1); 
  senz1Sum+=map(vre0, 0, 1023, 0, 1023); 
  senz2Sum+=map(vre1, 0, 1023, 0, 1023); 
  } 
    digitalWrite (ledPin1, LOW); 
     
  digitalWrite (ledPin2, HIGH); 
  delay(1000); 
   
for(int i=0; i<100; i++){ 
  int vre2=analogRead (senzPin3); 
  int vre3=analogRead (senzPin4); 
  delay(1); 
  senz3Sum+=map(vre2, 0, 1023, 0, 1023); 
  senz4Sum+=map(vre3, 0, 1023, 0, 1023); 
  } 
 digitalWrite (ledPin2, LOW); 
  
  digitalWrite (ledPin3, HIGH); 
  delay(1000);  
for(int i=0; i<100; i++){ 
  int vre4=analogRead (senzPin5); 
  int vre5=analogRead (senzPin6); 
  delay(1); 
  senz5Sum+=map(vre4, 0, 1023, 0, 1023); 
  senz6Sum+=map(vre5, 0, 1023, 0, 1023); 
  } 
  digitalWrite (ledPin3, LOW); 
  
  digitalWrite (senzorPin, LOW); 
   
  senz1=senz1Sum/100; 
  senz2=senz2Sum/100; 
  senz3=senz3Sum/100; 
  senz4=senz4Sum/100; 
  senz5=senz5Sum/100; 
  senz6=senz6Sum/100; 
 
  String dataString=String(cas,2)+", "+String(senz1)+", "+String(senz4)+", "+String(senz5)+", 
"+String(senz2)+", "+String(senz3)+", "+String(senz6); 
  Serial.println(dataString); 
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  senz1Sum=0; 
  senz2Sum=0; 
  senz3Sum=0; 
  senz4Sum=0; 
  senz5Sum=0; 
  senz6Sum=0; 
   
   
  zadnjeSporocilo=sedaj; 
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Primer določitve konstante adsorpcije za hitrost redčenja 0,6 h-1 v mešalnem bioreaktorju 
Example of determination of adsorption constant for dilution rate 0,6 h-1 in stirred 
bioreactor 
 
Spodnja tabela prikazuje vrednosti koncentracij bakteriofagov v odvisnosti od časa pri 
eksperimentu določitve konstante adsorpcije za hitrost redčenja 0,6 h-1 v mešalnem 
bioreaktorju. Koncentracije bakteriofagov smo nato logaritmirali z naravnim logaritmom in 
izrisali vrednosti naravnega logaritma v odvisnosti od časa (glej spodnji graf). Izrisali smo 
tudi umeritveno krivuljo ter določili koeficent premice (kδ), ki je v predstavljenem primeru 
znašal -0,1252 min-1. Začetno koncentracija bakterij pred infekcijo z bakteriofagov (C0) je v 
tem primeru znašala 2,37∙10
8 CFU mL-1. Konstanto adsorpcije smo izračunali z uporabo 
Enačbe (4), torej smo -0,1252 delili z 2,37∙108 CFU mL-1, in v tem primeru dobili vrednost 
5,29∙10-10 mL min-1 oz. 0,53∙10-9 mL min-1. Vsi predstavljeni rezultati konstante adsorpcije 
so bili določeni na enak način, kot je predstavljen v tej prilogi. 
 
čas (min) PFU mL-1 ln(PFU mL-1) % prostih fagov 
0 1,80E+07 16,7 100,0 
1 1,43E+07 16,5 79,6 
2 1,30E+07 16,4 72,2 
3 8,00E+06 15,9 44,4 
4 1,00E+07 16,1 55,6 
5 8,70E+06 16,0 48,3 
6 7,60E+06 15,8 42,2 
7 7,30E+06 15,8 40,6 
8 6,00E+06 15,6 33,3 
10 4,30E+06 15,3 23,9 
15 2,50E+06 14,7 13,9 
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Zmanjševanje inficiranih bakterijskih celic v mešalnem bioreaktorju s časom za izbrane 
hitrosti redčenja 
Decrease of infected cells in the chemostat with time for studied range of dilution rates 
 
Izračun zmanjšanja inficiranih bakterijskih celic v mešalnem bioreaktorju je bil izveden za 
vsako hitrost redčenja s pomočjo Enačbe (6). Število začetnih inficiranih bakterijskih celic 
(I0) je bilo določeno pri vrednosti 3∙10
3 PFU mL-1 za vse izračune. Poudarjene številke v 
spodnji tabeli predstavljajo zmanjšanje inficiranih bakterijskih celic v procentih za vse 
izbrane hitrosti redčenja v mešalnem bioreaktorju. 
 
  Zmanjšanje inficiranih celic (%) 
Čas (min) \ D (h-1) 0,06 0,13 0,26 0,50 0,60 0,73 0,82 0,98 
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
3 0,3 0,6 1,3 2,5 3,0 3,6 4,0 4,8 
6 0,6 1,3 2,6 4,9 5,8 7,0 7,9 9,3 
9 0,9 1,9 3,8 7,2 8,6 10,4 11,6 13,7 
12 1,2 2,6 5,1 9,5 11,3 13,6 15,1 17,8 
15 1,5 3,2 6,3 11,8 13,9 16,7 18,5 21,7 
18 1,8 3,8 7,5 13,9 16,5 19,7 21,8 25,5 
21 2,1 4,4 8,7 16,1 18,9 22,5 24,9 29,0 
24 2,4 5,1 9,9 18,1 21,3 25,3 28,0 32,4 
27 2,7 5,7 11,0 20,1 23,7 28,0 30,9 35,7 
30 3,0 6,3 12,2 22,1 25,9 30,6 33,6 38,7 
33 3,2 6,9 13,3 24,0 28,1 33,1 36,3 41,7 
36 3,5 7,5 14,4 25,9 30,2 35,5 38,9 44,5 
39 3,8 8,1 15,5 27,7 32,3 37,8 41,3 47,1 
42 4,1 8,7 16,6 29,5 34,3 40,0 43,7 49,6 
45 4,4 9,3 17,7 31,3 36,2 42,2 45,9 52,0 
48 4,7 9,9 18,8 33,0 38,1 44,2 48,1 54,3 
51 5,0 10,5 19,8 34,6 40,0 46,2 50,2 56,5 
54 5,3 11,0 20,9 36,2 41,7 48,2 52,2 58,6 
57 5,5 11,6 21,9 37,8 43,4 50,0 54,1 60,6 
60 5,8 12,2 22,9 39,3 45,1 51,8 56,0 62,5 
63 6,1 12,8 23,9 40,8 46,7 53,5 57,7 64,3 
66 6,4 13,3 24,9 42,3 48,3 55,2 59,4 66,0 
69 6,7 13,9 25,8 43,7 49,8 56,8 61,1 67,6 
72 6,9 14,4 26,8 45,1 51,3 58,4 62,6 69,1 
75 7,2 15,0 27,7 46,5 52,8 59,8 64,1 70,6 
78 7,5 15,5 28,7 47,8 54,2 61,3 65,6 72,0 
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Primer določitve latentne periode in brstnega števila za hitrost redčenja 0,6 h-1 v mešalnem 
bioreaktorju 




Zgornji graf predstavlja vrednosti koncentracije bakteriofagov (gre za koncentracije 
bakteriofagov iz vzorcev brez kloroforma od katerih je bila odšteta koncentracija prostih 
bakteriofagov) za enostopenjski rastni eksperiment v mešalnem bioreaktorju, ki je obratoval 
s hitrostjo redčenja 0,6 h-1. Latentno periodo smo določili iz vzorcev brez kloroforma kot 
čas od infekcije do prvega dviga koncentracije bakteriofagov. V tem primeru smo določili 
latentno periodo pri vrednosti 33 min (pri tej vrednosti se je začel prvi dvig koncentracije 
bakteriofagov).  
 
Za določitev brstnega števila je potrebno poznati število na novo formiranih bakteriofagov 
ter število infektivnih bakterijskih celic. Število na novo formiranih bakteriofagov smo 
določili kot razliko v koncentracijah bakteriofagov na koncu in začetku prvega dviga 
koncentracij bakteriofagov iz vzorcev brez kloroforma. V predstavljenem primeru je 
povprečna koncentracija bakteriofagov na začetku prvega dviga znašala 3,0∙103 PFU mL-1 
(P0), medtem ko je povprečna koncentracija bakteriofagov na koncu prvega dviga znašala 
1,32∙105 PFU mL-1 (P1). Razlika obeh vrednosti, ki predstavlja število na novo formiranih 
bakteriofagov, je torej znašala 1,29∙105 PFU mL-1.  
 
Število začetnih inficiranih bakterijskih celic smo določili iz preostanka inficiranih celic v 
mikrocentrifugirki po centrifugiranju. Koncentracija preostalih neadsorbiranih 
bakteriofagov po centrifugiranju je bila določena iz treh vzorcev z kloroformom in je v tem 
primeru znašala 1.3∙103 PFU mL-1. Število začetnih inficiranih bakterijskih celic (I0) smo 
določili kot razliko med vrednostjo koncentracije bakteriofagov v vzorcih brez kloroforma 
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3,0∙103 PFU mL-1. Število inficiranih celic (I) prisotnih v mešalnem bioreaktorju v trenutku 
prvega dviga koncentracije bakteriofagov je bilo izračunano s pomočjo Enačbe (6) (glej 
3.3.5.2) za različne vrednosti (glej spodnjo tabelo). Koncentracija inficiranih bakterijskih 
celic (I) je bila v tem primeru določena 2,29∙103 PFU mL-1 (gre za vrednost iz spodnje tabele 
pri 27 min), saj je latentna perioda v tem primeru znašala 33 min, obenem pa so bile 
inficirane celice prvih 6 min zunaj mešalnega bioreaktorja. V predstavljenem primeru se je 
koncentracija inficiranih bakterijskih celic (I) ob času latentne periode v mešalnem 
bioreaktorju zmanjšala za 23,7 % v primerjavi s koncentracijo začetnih inficiranih 
bakterijskih celic (I0). Brstno število je bilo v tem primeru izračunano po Enačbi (7) (glej 
3.3.5.2) kot kvocient števila na novo formiranih bakteriofagov (1,29∙105 PFU mL-1) in števila 
inficiranih bakterijskih celic ob času latentne periode (2,29∙103 PFU mL-1). Brstno število je 
za hitrost redčenja 0,6 h-1 v mešalnem bioreaktorju znašalo v tem primeru 56,4 PFU celica-
1. Vsi predstavljeni rezultati latentne periode in brstnega števila so bili določeni na enak 









(103 PFU mL-1) 
Zmanjšanje inficiranih celic (%) 
0 3,00 0,0 
3 2,91 3,0 
6 2,82 5,8 
9 2,74 8,6 
12 2,66 11,3 
15 2,58 13,9 
18 2,50 16,5 
21 2,43 18,9 
24 2,36 21,3 
27 2,29 23,7 
30 2,22 25,9 
33 2,15 28,1 
36 2,09 30,2 
39 2,03 32,3 
42 1,97 34,3 
